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Ernst Salkowski f. 


Die physiologische Chemie hat in Deutschland schwer und 
lange um die Anerkennung als ein selbständiges Fach ringen 
müssen. Mit Ernst Salkowski ist einer ihrer bedeutendsten 
Vertreter und unermüdlichen Vorkämpfer dahingegangen; er 
ist am 8. März im 79. Lebensjahre in Berlin gestorben. 

An das klassische Wirken Salkowskis, das grundlegend 
für die Entwicklung der physiologischen und pathologischen 
Chemie gewesen und von unvergänglichem Werte ist, kann 
nur in Stichworten erinnert werden. Die meisten seiner Ent- 
deckungen gehören bereits zum unverrückbaren Bestande der 
Wissenschaft, und die jüngere Generation weiß oft nicht 
mehr, daß man Salkowski diese Ergebnisse verdankt. Eine 
der ältesten Arbeiten Salkowskis enthält die Beobachtung, 
daß nach Verfütterung des Gallenbestandteils Taurin aus dem 
Tierharn Taurocarbaminsäure isoliert werden kann, deren 
Synthese Salkowski kurz darauf beschrieben hat. Früh gelang 
ihm die Entdeckung der antiseptischen Wirkung von Benzoe- 
säure, aus der seitdem vielfach die Nahrungsmittelindustrie 
Nutzen gezogen hat. Eine Großtat bildet die Aufklärung der 
Säurewirkung beim Pflanzenfresser, durch die ein prinzipieller 
Unterschied in der chemischen Organisation der Herbivoren 
und Carnivoren festgestellt wurde, dahingehend, daß der 
Pflanzenfresser verabreichte oder im Stoffwechsel entstandene 
Säuren mit den fixen Alkalien seines Körpers neutralisiert, 
während der Fleischfresser sich dazu des beim Eiweißzerfall 
entstehenden Ammoniaks bedient. Die darin gelegenen 
Unterschiede sind von fundamentaler Bedeutung für die 
Blutchemie geworden, und sie bilden die Basis der modernen 
Lehren von den Sáureintoxikationen. Von Salkowski rührt 
ferner die Entdeckung der pathologischen Phenolausscheidung her, 
die er richtig auf die unter bestimmten Bedingungen ge- 
steigerte Fäulnis des Tyrosinkomplexes zurückgeführt hat. 
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Von großer Wichtigkeit sind seine, zum Teil in Gemeinschaft mit 
seinem Bruder Heinrich Salkowski in Münster vorgenommenen 
Untersuchungen über die Ziwerßfäulnis. Er fand nicht nur 
neue Substanzen auf, sondern er vermochte aus der Natur 
derselben in einer Periode, wo die moderne Eiweißchemie 
noch nicht geschaffen war, ein Bild von der Konstitution des 
Proteinmolekúls zu entwerfen, nach dem die Fachgenossen 
sich richten konnten. Früchte dieser Forschungen waren 
die Entdeckung der d-Amino-valeriansäure sowie die Auf- 
klärung der Hippursäureentstehung, die auf die Bildung von 
Benzoesäure aus Phenylalaninresten und nachträgliche Paarung 
der Benzoesäure mit Glykokoll bezogen wurde. In diesem 
Zusammenhange ist es auch interessant, daß Salkowski 
der Nachweis von Asparaginsäure bei der tryptischen Ver- 
dauung des Fibrins glückte zu einer Zeit (1874), wo man 
sich durchaus noch nicht darüber im klaren war, daß enzy- 
matische Spaltung und rein chemische Hydrolyse der Eiweiß- 
körper zu den gleichen Bausteinen führen. Neben dem von 
ihm erhobenen Befunde, daß Sulfonsúuren und Atherschwefel- 
säuren im Tierkörper unverbrennlich sind, ist nicht minder 
beachtenswert die von ihm schon im Jahre 1876 gemachte 
Feststellung, daß die Harnsáure die Quelle des im Urin vor- 
handenen Allantoins ist. Geradezu einen neuen Impuls empfing 
die Fermentchemie durch Einführung des Chloroformwassers 
durch Salkowski. Während das Trichlormethan, dessen keim- 
tötende Kraft bis dahin völlig übersehen war, lebende Zellen 
vernichtet, ermöglicht es die freie Entfaltung der Enzyme. 
Zusammen mit dem von Emil Fischer empfohlenen Toluol 
ist das Chloroform für diese Zwecke bis heute ein unentbehr- 
liches Hilfsmittel der Enzymologen geblieben. Allgemein 
bekannt ist Salkowskis Entdeckung der Autolyse, d. h. der 
Auflösung von Organen nach dem Tode unter der Wirkung 
intrazellulärer Fermente. Die Bedeutung der autolytischen 
Vorgänge in der Natur ist beträchtlich. Wenn die Nahrungs- 
mittel beim Abhängen zur Genußfähigkeit reifen, wenn wir 
einen eingesalzenen Fisch verzehren können, wenn bei einer 
Lungenentzündung die eintretende Krise das Leben des 
Kranken rettet, wenn in abgeschnürten, aus der Zirkulation 
ausgeschalteten Organteilen ein aseptischer Zerfall erfolgt und 








die verflüssigten Massen zur Resorption gelangen, wenn ein 
Krebskranker dem kachektischen Verfall entgegengeht, wenn 
bei bestimmten Zersetzungen des Blutes weiße Blutkörperchen 
eingeschmolzen werden, so sind das alles Äußerungen der 
Autodigestion. Damit ist ihre weitausgreifende und viele 
biologische Prozesse durchdringende Rolle sicherlich nicht 
erschöpft und auch noch nicht vollständig erforscht. 

Unter Salkowskis Fermentarbeiten verdient gerade gegen- 
wärtig die Tatsache Beachtung, daß — wie er vor Jahrzehnten 
erkannt hat — Invertin frei von Hefegummi zu erhalten und 
ein sehr beständiger Körper ist. Die Chemie der Gummi- 
arten hat Salkowski übrigens durch eine originelle Methode be- 
eeichert, die in der Abscheidung dieser hochmolekularen 
Kohlenhydrate mittels Fehlingscher Lösung beruht. Durch 
Fällung mit der alkalischen Kupferlösung können z. B. die 
Pentosane von vielen Begleitstoffen getrennt und dann durch 
Zerlegung der Komplexverbindungen rein dargestellt werden. 

Bemerkenswert ist die Auffindung der Pentosurie, einer 
neuen Art von Zuckerkrankheit, die mit dem Diabetes nichts 
zu tun hat und dadurch charakterisiert ist, daß infolge einer 
Stoffwechselanomalie statt der Hexose eine Pentose aus- 
geschieden wird. Diese Entdeckung, welche für die Beurteilung 
solcher an sich ganz harmloser und gar nicht so seltener Zu- 
stände auch im täglichen Leben eine Bedeutung hat, nämlich 
für die Praxis der Lebensversicherungen, hat Salkowski zu 
einer Zeit gemacht, wo das Phenylhydrazin noch kein all- 
gemeines Reagens in den Händen der Chemiker gewesen ist. 

Als im Jahre 1877 Hoppe-Seyler die Zeitschrift für physio- 
logische Chemie begründete, konnte er keinen würdigeren 
Beitrag als erste Abhandlung des neuen Journals gewinnen, 
als Salkowskis berühmt gewordene Untersuchung über den 
Vorgang der Harnstoffbildung im Tierkörper und den Einfluß 
der Ammoniaksalze auf denselben. 

Groß ist die Zahl der analytischen Methoden, die Salkowski 
geschaffen hat, und es ist hervorzuheben, daß seine von 
Ludwig unbedeutend modifizierte Methode zur Harnsäure- 
bestimmung bis zum heutigen Tage ein Standardverfahren 
geblieben ist. Die Cholesterinreaktion Salkowskis ist seit ihrer 
Auffindung (1872) unverändert in Gebrauch. Von ihm 





rührt auch das erste Verfahren zur Unterscheidung von tierischen 
und pflanzlichen Fetten, das auf dem abweichenden Verhalten 
der Phytosterine vom tierischen Cholesterin beruht. 

Es nimmt nicht wunder, daß ein Mann von solchen Er- 
fahrungen und schöpferischen Leistungen auch ein hervor- 
ragender Lehrer gewesen ist. Sein „Praktikum der physio- 
logischen und pathologischen Chemie” hat viele Auflagen erlebt 
und ist in mehrere fremde Sprachen übertragen. Sein Labo- 
ratorium ist jahrzehntelang eine Pilgerstätte für Schüler aus 
allen Ländern gewesen. Ganze Ärztegenerationen haben ihre 
Ausbildung hier nicht allein in den Anfangsgründen der 
Chemie, sondern auch in den wichtigen und heute als un- 
erläßlich anerkannten Anwendungen auf Diagnose und Therapie 
erfahren. 

Salkowski, der von der Ostgrenze des Reiches aus einer 
alten Königsberger Pastorenfamilie stammte, ist in seinem 
ganzen Leben von ungewöhnlicher Bescheidenheit gewesen. 
In vornehmer Zurückhaltung hat er es verschmäht, den lauten 
Markt des Tages zu betreten. Er war auch nur ein seltener 
Gast bei Kongressen und wissenschaftlichen Gesellschaften. 
Kennzeichnend für ihn ist, daß er mehrere an ihn ergangene 
Berufungen als ordentlicher Professor für fremde Fächer, für 
Pharmakologie und Hygiene, ausgeschlagen und seiner kleineren 
Berliner Stelle als Vorsteher der chemischen Abteilung des 
pathologischen Instituts treu geblieben ist. Den Lorbeer, 
den um diese altberúhmte Lehr- und Forschungsstätte seine 
Vorgänger Hoppe-Seyler, Kühne und Liebreich gewunden, hat 
er grün erhalten. Hier war es ihm vergönnt, noch vier Tage 
vor seinem Heimgange am Laboratoriumstisch zu arbeiten. 
Sein Andenken ist unauslöschlich. 





Hartwig Franzen", 


Am 14. Februar 1923 starb in Karlsruhe Professor Dr. 
H. Franzen kurz vor Vollendung seines 45. Lebensjahres. Dem 
ausgezeichneten Gelehrten verdankt die Biochemie zahlreiche 
wertvolle Untersuchungen auf dem Gebiete der Pflanzen- 
physiologie. Am bekanntesten sind seine Arbeiten über die 
Bestandteile der grünen Gewächse geworden. Ein wichtiges 
Ergebnis derselben war die Auffindung von Aldehyden, 
namentlich von o, ß-Hexylenaldehyd, in den Blättern; auch 
diese Entdeckung, die Franzen zusammen mit Curtius gemacht 
hat, wird dazu beitragen, das Andenken an den so früh 


verschiedenen Forscher lange in hohen Ehren und lebendig zu 
erhalten. 
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C. N. 
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Uber die Änderung der Reaktion beim Übergang von sekundärem 
und primärem Alkaliphosphat in Pyro- bzw. Metaphosphat. 
Der Alkalitätsgrad von Boraxlösungen. 


Von 
Hans Murschhauser. 


(Aus der akademischen Kinderklinik in Düsseldorf.) 
(Eingegangen am 25. Februar 1923.) 


Die vorliegenden Versuche bezweckten die Feststellung, ob beim 
Übergang des sekundären Natriumphosphats in Natriumpyrophosphat 
und des primären Natriumphosphats in Natriummetaphosphat eine 
Änderung der Reaktion eintrete. 

Die Veranlassung zur Klärung dieser Frage gab die Überlegung, 
daß primäre und sekundäre Phosphate häufige Bestandteile von 
Nahrungsmitteln, Organen und tierischen Flüssigkeiten sind, und daß 
diese Salze beim Verbrennen der verschiedenen Materialien eine Um- 
wandlung erleiden, durch welche der wässerigen Aschelösung eine 
Reaktion erteilt werden könnte, die sich nicht mit der dem Gehalt 
des Ausgangsmaterials an Phosphaten entsprechenden deckt. 

Der zweite Teil der vorliegenden Untersuchung behandelt die 
Reaktion von Boraxlösungen. 

Da sich in meinen bisherigen Versuchen die Mutarotation der 
Dextrose zur quantitativen Untersuchung der Reaktion von Lösungen 
als sehr geeignet erwiesen hatte, sollte der Nachweis einer etwaigen 
Änderung der Reaktion beim Glühen von primärem und sekundärem 
Phosphat, sowie der Alkalitätsgrad von Boraxlösungen mit dieser 
Methode erbracht werden. 

Um die Änderung der Reaktion festzustellen, welche beim Über- 
gang des sekundären Phosphats in Pyrophosphat und des primären 
in Metaphosphat stattfindet, haben wir die beiden Salze in ein und 
derselben Konzentration vor und nach dem Erhitzen bezüglich ihres 
Einflusses auf die Mutarotation der Dextrose untersucht. 

Das Ergebnis findet sich in den folgenden Protokollen. Versuch 1 
zeigt den Geschwindigkeitsverlauf des Drehungsrückganges der Dextrose 
unter dem Einfluß von n/40 Na, HPO, + 12H,O. In den Versuchen 2 
und 3 wurde dieselbe Menge Na, HPO, + 12 H,0 erhitzt und mut 
dem Rückstand (Na,P,O,) der Mutarotationsversuch angestellt. Die 
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Versuche 4 bis 6 einschließlich behandeln den Einfluß des primären 
Natriumphosphats (NaH,PO, + H,O) und dessen Erhitzungsproduktes 
'Na PO in n/l Lösung auf den Drehungsrückgang der Dextrose. 
Da das Natriummetaphosphat auch durch Erhitzen von Phosphorsalz 
¡Na(NH,)HPO, + 4 H,0) erhalten werden kann, wurde sowohl das 
Phosphorsalz (in n/10 Lösung) als auch das aus diesem gewonnene 
Aa PO, (in n/l Lösung) bezüglich seiner Einwirkung auf die Muta- 
rotation untersucht (Tabelle VII und VIII). Die bei den Versuchen 
eingehaltenen Bedingungen sind dieselben wie die in meinen bisherigen 
Arbeiten!) Die Angaben über e beziehen sich auf eine Rohrlänge 
von 189,4 mm. 


Tabelle I. n/40 Na¿HPO, + 12H,0. 


0,5965 e Na HPO, .12H,O mit destilliertem Wasser ad 200,0 com. 
5 g Dextrose mit dieser Lösung ad 100,0 ccm. 























| | 
t | e | a log b— log (b— 2) c 
> —— | 
5’ | 
10 | 
15 | 
T 20 i 
7 
i | 
| Gei 20,3 565 |, 748,1 24,9 
40 Ä 20,4 5,42 : 9073 25,9 
45 20,4 5,30 : 10212 25,5 
50 | 20,4 5,20 | 11461 25,4 
55 20,4 5,15 12253 | 24,5 
65 | 20,4 5,05 1447,2 24,1 
| 20,4 4,90 = | = 
zai | | Fe VE 
| | Mittel | 249 


| Tabelle II. n/40 Ra, Pa 
H P Oa- 12H,0 wurden in einer Platinschale getrocknet 
pa e es in Natriumpyrophosphat überzuführen. Der Rückstand 
wurde mit Wasser zu 200,0 ccm gelöst. 
5g Dextrose wwurden mit dieser Lösung auf 100,0 com aufgefüllt. 


gege = kenen © 








AN 








20,4 

3 20,45 164,6 82,3 
5 | 20,5 5 72 3649 912 
í | 20,45 6627, 938 
} | 204 | 525 734.7 918 
13 20.4 5.12 9363 | 936 
> 20,4 | 4,90 — | — 
| | Mittel | 90,5 


i 
1) Diese Zeitschr- 104, 217; 106, 26 usw. 
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Tabele III. n/40 Na,P:0,. 

0,5965 g Na,HPO,. 12 H,O wurden getrocknet und auf dem Sand- 
badə mit der Vorsicht auf 200° erhitzt, daß weder durch reduzierende 
Flammengase noch durch Kohlensäure eine Einwirkung auf das Phosphat 
stattfinden konnte. Der Rückstand (Na,P,O,) wurde mit Wasser zu 
200,0 cem gelöst. 5g Dextrose wurden mit dieser Lösung zu 100,0 cem gelöst. 








T i ; 














t °C (t log h — log (b — x) O 
AM 695 = er 
TO, 204 6,25 181,4 90,7 
9 | 20,5 5,82 348,0 87,0 
11 20,4 | 555 498,8 83,1 
13 20,4 ` 5,35 658,5 82,3 
15 | 204 5,22 806,6 80,7 
17 , 24 5,12 969,3 80,8 
oO 20,4 4,90 — — 








| Mittel | 841 


Tabelle IV. n/1NaH,PO,.H,O. 


4,6 g NaH,PO,. H,O wurden mit destilliertem Wasser zu 100,0 ccm 
aufgefüllt und gelöst. 5 g Dextrose mit dieser Lösung zu 100,0 com gelöst. 
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N | T | | 









































| 
TI °C | = 8 BEE € 
5’ 20,4 8985 © — | = 

10 204 7,90 | 130,3 26,1 
15 20,4 7,12 261,1 | 26,1 
20 204 6,50 | 403,33 26,9 
25 20,4 6,10 528,3 26,4 
30 204 5,80 653,2 26,2 
o Zë O m en, aa 

| | Mittel ; 26,3 

Tabelle V. nii NaH,PO,. H,O. 
Verhältnisse wie oben. 

t a | W tog b — log (b — x) C 
5 | 204 8,98 "EI e, jo 
10 20,4 7,90 | 133,5 26,7 
15 20,4 | 710 252,7 25,3 
20 20,4 | 6,52 380,2 25,3 
25 20,4 6,10 503,5 25,1 
30 20,4 5,80 619,4 24,8 
35 20,4 5,60 718,6 23,9 
40 20,4 . 5,40 847,2 24.2 
45 20,4 5,25 977,2 |! M4 
50 204 65,15 10921 | 242 
00 204: 4,90 — o = 

Mittel ı 249 
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Raum 


Tabelle VI. n/1NaPO, aus NaH,P O, 
4,60 g NaH,PO,. H,O wurden getrocknet, über freier Flamme erhitzt. 
Ar Rúckstand (NaPO,) wurde mit destilliertem Wasser zu 100,0 ccm 
gelöst. 5g Dextrose mit dieser Lösung zu 100,0 ccm. 


me m 

















£ Kë | (G log b= log — at C 

5 20,4 | 10,115 — Ä SS 
10 | 20,4 9,68 509 | 10,2 
15 20,35 9,25 1033 | 103 
20 20,4 8,85 158.6; 10,6 
25 20.4 8,50 2134 | 106 
30 20,4 | 820 | 2867 10,7 
35 20,35 7,92 323,0 | 10,7 
40 20,35 7,68 378,0 10,8 
45 20,4 7,42 446,5 11,1 
50 20,4 7,22 507,8 11,2 
CC 20,4 | 4,90 — | — 
| ` | Mittel | 10,7 


Tabelle VII. n/1NaPO, aus Na(NH,)HPO, . 4 H,0. 
89% g Aal HH PO, . 4 H,O wurden getrocknet und geglüht. Der 
Giührückstand wurde mnit destilliertem Wasser zu 100,0 ccm gelöst. 5g 
Dextrose mit dieser Lösung zu 100,0 ocm. 














l 


T | D 

t Ä 0% o « a log (b d u C o 
5 20,4 — 99% — EISES 
10 20.5 945 453 9,1 
15 20.3 9,02 88.4 8.8 
20 204 8.62 132.8 8,8 
25 204 ' 828 174.4 8,7 
30 204 : 79% . 2190 | 88 
35 20,4 7,65 | 2640 | 88 
40 20,4 738 | 308,9 8.8 
45 204 m 356,9 8.9 
50 204 | 6090 | 4023 8.9 
ek 204 | 490 | Es ES 
| | Mittel | 8,8 


Tabelle VIII. n/10Na(NH,)HPO, . 4 H,O. 
13,94 g Na(N H,)HPO,.4H,0 wurden mit destilliertem Wasser zu 
100,0 ccm gelöst, 10 ccm dieser Lösung auf 100,0 ccm verdünnt. 5 g Dextrose 























mit dieser verdünnten Lösung zu 100,0 ccm gelöst. 
t | SS | a l:gb—log bx) C 
5 20,4 | 8,40 | — | — 
8 20,4 7,50 1291 | 43.0 
11 20,35 | 6,90 | 2430 40,5 
14 20,4 | 6,42 | 362,2 | 40,3 
17 20,4 6,05 483,4 | 40,3 
20 204 580 | 5899 39,3 
25 | 20,4 550 | 7881 | 39,4 
30 * 20,4 5,30 | 1000,0 | 40,0 
DC 20,4 4,90 | SE BEEN WEE geg 
| Mittel | 40,4 
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Wie aus den Versuchsprotokollen hervorgeht, gibt das sekundäre 
Natriumphosphat in n/40 Lösung eine Mutarotationskonstante von 
24,9, einen Wert, der sich mit dem früher!) von mir ermittelten (25,0) 
völlig deckt. Das Erhitzungsprodukt Na,P,O, ergab Konstanten von 
90,5 und 84,1. Während demnach das sekundäre Phosphat in 
n/40 Lösung die Hydroxylionenkonzentration einer n/2000 Na, 
Lösung aufweist, entspricht das n/40 Na,P,O, ungefähr einer 
n/500 Na,CO,-Lösung, ist also etwa viermal so stark alkalisch als 
das sekundäre Phosphat. 

Nach den Versuchsprotokollen ergibt das primäre Natriumphosphat 
in n/l Lösung eine mittlere Geschwindigkeitskonstante von 25,6; 
beim Übergang des Salzes in Metaphosphat erniedrigt sich dieselbe 
auf 10,7; und das aus Phosphorsalz gewonnene NaPO, ergab einen 
Wert von 8,8. 

Während also beim Na,HPO, der Übergang in Pyrophosphat 
eine Erhöhung der Alkalität bedingt, geht mit der Umwandlung des 
NaH,PO, in NaPO, eine Verminderung der Azidität einher. Die 
Differenzen sind ganz erheblich. 

Das dem sekundären Natriumphosphat in seiner Zusammen- 
setzung entsprechende Na(NH,)HPO, in n/10 Lösung untersucht, 
ergibt eine wesentlich niedrigere Geschwindigkeitskonstante (nämlich 
40,4) als ersteres Salz, das nach meinen früher ausgeführten Versuchen 
in gleicher Konzentration eine Konstante von 63,3 lieferte?). Das 
Phosphorsalz reagiert demnach etwas weniger stark alkalisch als das 
Na, HPO, 

Was die Alkalität von Boraxlösungen betrifft, so ist dieselbe 
aus den Versuchsprotokollen (Tabelle IX bis XI) zu entnehmen. 


Tabelle IX. Na,B,O,. 10 H,O !/, des Molekulargewichts zum Liter. 


6,36 g Na,B,O,. 10 H,O wurden mit Wasser zu 200,0 ccm gelöst. 
5g Dextrose mit dieser Lösung zu 100,0 ccm gelöst. 





a nee o 
— LO m 1 
SE E a E 














5' 20,4 3,95 — — 
10 20,4 | 3,95 y 7 Los 
oo 20,1 3,95 — — 


In einer Lösung, die */,, des Molekulargewichts im Liter enthält, 
ist die Geschwindigkeit des Drehungsrückganges so groß, daß schon 
5 Minuten nach dem Lösen ein Wert erreicht wird (œ = 3,95), der 


1) Diese Zeitschr. 110, 186, 1920. 
2) Ebendaselbst 110, 187, 1920. 
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Tadelle X. _ Na¿B,¿O,. 10 H,O. Lien des Molekulargewichts zum Liter. 
20,0 cem einer 3,18 proz. Boraxlósung mit destilliertem Wasser zu 
200,0 ecm aufgefüllt. 5 g Dextrose mit dieser Lösung ad 100,0 ccm. 











j a en 

5 | 20,4 | 7,60 l — pe 
7 204 | 7% 66,4 33,2 
10 20,4 | 6,80 144,9 28,9 
12 | 20,4 6,52 209,7 29,9 
15 20,3 | 6,25 282,9 28,3 
17 | 20,35 | 6,08 336,3 28,0 
20 20,4 5,90 401,0 26,1 
25 20,4 | 5,62 526,0 26,3 
30 | 20,4 5,42 644,1 26,5 
35 20,4 5,28 751,3 25,0 
40 i 20,4 | 5,12 918,8 26,2 
50 20,4 | 4,90 — — 
o 20,4 | 4,78 = = 
| | Mittel | 27,8 


Idee XI. N, B,O,. 10 H,O. Lien des Molekulargewichts zum Liter. 
ie Na,B¿O, - 10 H,O mit destilliertem Wasser ad 200,0 eem. 
5g Dextrose rnit dieser Lösung ad 100,0 ccm. 


t T | « log b — log (b — z) C 
oc | | 








\ y Mittel | 42,4 
vet unter dem der rein wässerigen Lösung von demselben Dextrose- 
gehalt liegt. 

ll. des Molekulargewichts zum Liter gelöst, erhöht die Ge- 
shwindigkeitskonstante des Drehungsrückganges in destilliertem 
Wasser auf 27,8, 3 loo des Molekulargewichts auf 42,4. Eine 1/3 Borax- 
keung mit 1,685 g Na,B,O, im Liter entspricht demnach einer Lösung 
von 0,0325 g Na C O, im Liter, eine !/,, Boraxlösung mit 2,52 e Na,B,O, 

im Liter einer Lösung von 0,0497 g Na,CO, im Liter. 

Rechnen wir die in den eben besprochenen Versuchen beobachteten 
Drehungen 24 Stunden nach Beginn des Versuches auf spezifische 
Drehungen um, so erhalten wir: 

für die */,, Lösung & = 3,95% «un = 42,50; 
an an 1/80 „ a = 4,680, ap = 50,49; 
» no lha » oz 4,780, ap = 51,50, 
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Diese Enddrehungen sind nicht etwa durch den Eintritt der Lobry 
de Bruynschen Reaktion bedingt, also. nicht durch eine Umwandlung 
von Dextrose in Lävulose und Mannose unter dem Einfluß von OH- 
Ionen zu erklären, sondern als eine spezifische Wirkung des Borax 
auf die Drehung der Dextrose aufzufassen. Das geht schon daraus 
hervor, daß die Werte für en nach der Konzentration der Lösungen 
abgestuft sind; ferner aber mit mehr Beweiskraft daraus, daß die 
Drehung, die bei */,, Boraxlösung 5 Minuten nach Beginn des Lösens 
beobachtet wurde, während 24 Stunden konstant blieb. In 
n/100 Na,CO,-Lösung hatte ich bei einer Mutarotationskonstante von 
289,9 einen Endwert der Drehung, der selbst nach 24 Stunden noch 
der spezifischen Drehung einer rein wässerigen Dextroselösung von 
' + 52,8% entsprach. Jaselbstinn/10 Na,CO,-Lösung, in welcher der Muta- 
rotationsverlauf schon nach 5 Minuten beendet war, war &p 24 Stunden 
hindurch konstant auf 52,80 stehengeblieben. Bei n/200 Na,PO,-Lösung 
hatte ich 10 Minuten nach Beginn des Lösens einen Endwert der Drehung 
erreicht, der durch 24 Stunden hindurch konstant auf 52,80 blieb; 
bei n/10 Na,PO,-Lösung dagegen lag 10 Minuten nach dem Lösen 
eine Drehung von œp = 51,2° vor, die im Verlaufe von je weiteren 
24 Stunden auf 40,1%, 32,70, 28,5% und 21,1% herabsank. Bei n/10 Na,PO,- 
Lösung handelt es sich zweifellos um den Eintritt der Lobry de Bruyn- 
schen Reaktion unter dem Einfluß von OH-Ionen, beim Borax haben 
wir es in den von mir angewandten Konzentrationen mit einer spezi- 
fischen Wirkung desselben auf die Drehung der Dextrose zu tun. 


Diphtherietoxinstudien. 11). 
Über den Einfluß der Wasserstoffionenkonzentration auf das Diphtherietoxin. 


Von 
Fr. v. Gröer. 


(Aus der Kinderklinik, dem Laboratorium für physikalisch-chemische 
Biologie der Universität in Wien und der Universitäts-Kinderklinik 
in Lemberg.) 


(Ausgeführt mit Unterstützung der Fürst Liechtensteinschen Spende.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1923.) 
Mit 4 Kurven im Text. 


Nachdem bereits die Entdecker des Diphtherietoxins, Roux und 
Yersin, den abschwächenden Einfluß von Säuren auf die Toxizität 
des Diphtheriegiftes festgestellt hatten, wurde später von Dörr der 
Nachweis geliefert, daß es sich hierbei um einen reversiblen Vorgang 
handelt. Die durch Säurezusatz verloren gegangene Toxizität der 
Diphtherietoxinlösungen tritt wieder auf, sobald die Lösungen zurück- 
neutralisiert werden. Damit war es erwiesen, daß das Toxin durch 
Säurezusatz nicht zerstört, sondern in eine atoxische Modifikation 
übergeführt wird. 

Es lag nun nahe, diese Verhältnisse einer näheren Prüfung, und 
zwar mit der unseren heutigen Kenntnissen über das Wesen der Reak- 
tionswirkung angepaßten Methodik zu unterwerfen. Es war zu er- 
warten, daß analog den Erfahrungen, die von Michaelis und seinen 


1) Die vorliegenden Arbeiten wurden 1915 begonnen und 1919 zum 
vorläufigen Abschluß gebracht. Die wichtigsten Ergebnisse wurden im 
Frühling 1921 der Lemberger Wissenschaftlichen Gesellschaft kurz mit- 
geteilt. Die ausführliche Veröffentlichung wurde aus äußeren Gründen 
hinausgeschoben und auch um viele noch ungelöste Fragen ergänzend 
zu beantworten. Nachdem dies jedoch in absehbarer Zeit nicht möglich 
wird, habe ich mich entschieden, das vorläufige Material bekanntzugeben. 
Die beiden Mitteilungen sind in der mikrobiologischen Sektion der 87. Ver- 
sammlung Deutscher Naturforscher und Ärzte, Leipzig 1922, kurz vor- 
getragen worden. 
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Mitarbeitern über den Reaktionseinfluß auf Enzyme gesammelt wurden, 
die fragliche Säurewirkung auf Diphtherietoxin eine Funktion der 
Wasserstoffionen sei, und daß aus dem näheren Studium des Ein- 
flusses der Wasserstoffionenkonzentration auf das Diphtherietoxin 
ähnliche Schlüsse auf die Natur dieses rätselhaften Stoffes gezogen 
werden können. Landsteiner hat ja schon vor längerer Zeit den ampho- 
lytischen Charakter des Diphtherietoxins vermutet. 


Methodik. 


Als Toxin benutzte ich anfänglich für die ersten, orientierenden Ver- 
suche das aus dem Serotherapeutischen Institut in Wien bezogene Toxin 
Amerika 1. (D. 1. m. 0,005). Als ich später zum systematischen Studium 
des Einflusses der Wasserstoffionenkonzentration auf das Toxin überging 
und größere Toxinmengen benötigte, wer ich gezwungen, das Toxin in 
eigenem Betriebe herzustellen. Hierzu benutzte ich einen aus dem näm- 
lichen Institut bezogenen Stamm Martha, der aber ein sehr mäßiger Gift- 
bildner war. Als Nährboden wurde fast ausnahmslos die von mir und Srnka!) 
angegebene Placentabouillon benutzt. Auch hierzu war ich durch die 
Kriegsverhältnisse gezwungen, da wir uns damals eine regelrechte Ochsen- 
fleischbouillon nicht leisten konnten. Die Bazillen wurden in großen 1 bis 
3 Liter fassenden Kolben 10 bis 12 Tage lang gezüchtet, sodann durch 
Carbolzusatz abgetötet und abfiltriert. Nach der Feststellung der Toxizität 
wurden mehrere Kolben vereinigt und im Kühlraum aufbewahrt. 


Gelegentlich wurden für die Untersuchungen such Toxinpräparate 
benutzt, welche durch besondere, weiter unten zu schildernde Verfahren 
dargestellt waren. 


Um nun das Toxin reihenweise bei verschiedenen Wasserstoffionen- 
konzentrationen zu untersuchen, wurden stets je 5Bccm nativen Toxins 
mit fallenden Mengen n bzw. n/10 NaOH und steigenden Mengen n bzw. 
n/10 HCl versetzt und stets auf 10 ccm mit streng neutraler physiologischer 
Kochsalzlösung aufgefüllt. Nach zweistündigem Stehen der Proben bei 
Zimmertemperatur wurden 6ccm jeder Probe zur elektrometrischen 
Messung der Wasserstoffionenkonzentration, der Rest zur Auswertung der 
Giftwirkung im Meerschweinchenversuch verwandt. 

Die Wasserstoffionenkonzentrationsbestimmung erfolgte bei 21° im 
Paulischen Laboratorium?) nach der von ihm angegebenen Methodik 3). 
Hierbei zeigte es sich, daß manche Toxinlösungen, welche nach längerem 
Wachstum zur Verarbeitung gelangten, nicht zur elektrometrischen Wasser- 
stoffionenmessung verwendet werden können. Sie vergifteten sehr rasch 
die Platinelektroden, was wohl in erster Linie ihrem Ammoniakgehalt 
zuzuschreiben ist. Als wir in einer anderen Versuchsreihe statt Phenol — 
Chloreton zur Konservierung unserer Toxinlösungen benutzten, stellten 
wir abermals fest, daß hierdurch die Elektroden vergiftet werden. Chloreton 


1) Zentralbl. f. Bakt. 82, 1918. 

2) Es ist mir angenehme Pflicht, Herrn Professor Pauli für seine Gast- 
freundschaft sowie das Interesse an dieser Arbeit und auch Herrn Assistenten 
Dr. Matula für seine Hilfsbereitschaft aufrichtig zu danken. 

3) Vgl. Pauli und Matula, Koll.-Zeitschr. 21, 49, 1917. 
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ist also zur Konservierung der elektrometrisch zu untersuchenden Flüssig- 
keiten ungeeignet. Sonst ging die Wasserstoffionenmessung der Toxin- 
lösungen glatt vonstatten. 

Die Toxinauswertung geschah nach der bekannten intrakutanen 
Römerschen Methode am Meerschweinchen, die als bekannt vorausgesetzt 
werden darf. Es wurde in erster Linie die Dosis necrosis minima bestimmt. 
Der reziproke Wert dieser Größe wurde als ,,Giftwert** zur Charakterisierung 
der Toxinlösungen benutzt. Nur in einigen orientierenden Versuchen 
wurde auch der indirekte Giftwert unserer Toxinlösungen (L. nekr.) mit- 
bestimmt. Der L. nekr.-Wert hatte für uns ja keine sehr große Bedeutung, 
schon aus dem Grunde, weil ja durch Vereinigung einer Toxinlósung be- 
kannter Wasserstoffionenkonzentration mit dem Antitoxin eine gänzliche 
Änderung der Reaktion auftreten muß. Wir waren uns übrigens dessen 
bewußt, daß auch bei der Bestimmung der D. n.m. nach Römer nicht 
gerade die von uns in vitro bei + 21° festgestellte Co in vivo behalten 
werden konnte. Doch verhält sich ja die Toxinlösung (Bouillon) wie eine 
Pufferlösung, und andererseits kam es uns darauf an, stärkere oder ge- 
ringere Wirksamkeit der bis zu gewisser Co mit Säure oder Lauge ver- 
setzten Toxinlösungen festzustellen. Ich hätte wohl die Resultate der 
intrakutanen Auswertung nach Römer mit den Ergebnissen der Ehrlich- 
schen subkutanen Toxinprüfung und der Bestimmung der D.l.m. ver- 
gleichen sollen. Doch war dies angesichts des äußerst knapp bemessenen 
Tiermaterials nicht möglich. Es ist nicht unwahrscheinlich, daß beide 
Methoden Differenzen ergeben würden, da ja das subkutan eingeführte 
Gift noch weitergehenden Reaktionsänderungen unterworfen sein kann, 
als das intrakutan applizierte. Solange wir nicht über eine zuverlässige 
Methode der Diphtherietoxinauswertung in vitro verfügen, ist leider ein 
ganz exaktes Arbeiten auf dem uns interessierenden Gebiete unmöglich. 

Weitere methodische Einzelheiten gehen aus der Beschreibung der 
Versuche hervor. 


Versuche. 
1. Niederschlagsbildungen in den mit Säure versetzten Toxinlósungen. 


Früheren Untersuchern ist es offenbar entgangen, daß Sáure- 
zusatz bei passender Konzentration Niederschläge in Toxinlösungen 
erzeugt. Die Erscheinung als solche hat natürlich nichts Wunderbares 
in sich. Doch hat ihr näheres Studium manche interessante Einzel- 
heiten ergeben. 

Setzt man zu einer Reihe mit einer und derselben Menge nativen 
Toxins (5ccm) gefüllten Reagenzgläsern steigende Mengen einer 
n/10 Säure — in unseren Versuchen stets HCl, die Erscheinung gelingt 
aber bei Anwendung einer beliebigen Säure —, so sieht man, daß in 
einem oder zwei bis drei Reagenzgläsern eine Trübung auftritt, welche 
sich nach einigem Stehen (bis 2 Stunden) zu einem feinflockigen Nieder- 
schlag verdichtet. Der Niederschlag ist abzentrifugierbar, löst sich 
leicht bei schwach alkalischer Reaktion und enthält — was eben inter- 
essant ist — unter Umständen praktisch die Gesamtmenge der toxischen 
Substanz. Folgender Versuch illustriert am besten das soeben Gesagte. 
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Versuchsprotokoll vom 9. März 1915. 
Toxin Amerika I. D. l. m. 0,004:), D. n. m. 0,000012), L. nekr. 0,023). 

















Tabelle I. 
ugesetzte Men 
Rrapi naglas | Zune 10 HCI in Ko Steg en. 
zu je 5cum nativen 7 BEER AA 
| Toxins | sofort nach 2 Stunden 
1 1,0 ¡ar klar 
2 1,5 klar | klar 
3 2,0 opaleszent ü 
4 2,5 trüb . feinflockiger Niederschlag 
5 3,0 opaleszent trüb opaleszent 
6 3,5 klar leicht opaleszent 
7 4,0 klar ` klar ' 
8 4,5 klar klar 
9 5,0 klar | klar 


Das Reagenzglas Nr. 4, enthaltend 5 ccm Toxin und 2,5 cem n/10 HCI, 
wurde scharf zentrifugiert, das klare Zentrifugat wurde abgegossen, der 
an der Glaswand klebende Niederschlag wurde in 2,5 ccm mit Soda schwach 
alkalisch gemachter physiologischer Kochsalzlösung leicht und restlos 
gelöst. Das Zentrifugat wurde mit 2,5ccm n/10 NaOH zurückneutra- 
lisiert. 

Beide Lösungen wurden nun nach Römer ausgewertet. Das zurück- 
neutralisierte Zentrifugat war gänzlich atoxisch (0,1 ccm der Lösung ergab 
nach intrakutaner Einspritzung keine entzündliche Reaktion), während 
die Niederschlagslösung höchst toxisch war. Es betrug hier: D. n. m. 
0,000005 und L. nekr. 0,01, was der doppelten Konzentration des Toxins 
entspricht. 


Die Tatsache, daß mit dem Säureniederschlag auch das Toxin 
so vollständig niedergerissen wird, interessierte mich in erster Linie 
deshalb, weil sie erlaubt, auf eine äußerst einfache Weise das Toxin zu 
konzentrieren und von einer Reihe von Bouillonbestandteilen zu befreien. 
Ist doch das Ausfällen des Toxins durch Säurewirkung ein viel ein- 
facheres Verfahren als das Aussalzen mit Ammoniumsulfat z. B. und 
verwandte Methoden. 

Andererseits waren aber Provenienz, Eigenschaften und Ent- 
stehungsbedingungen des fraglichen Niederschlages näher zu präzisieren. 

Was zuerst die Provenienz des Toxinniederschlages betrifft, so 
war zu entscheiden, ob die mit Säure fällbare Substanz durch die 
Tätigkeit der Diphtheriebazillen entsteht, oder ob sie bereits in der 
Nährbouillon präformiert ist. A priori war es am wahrscheinlichsten, 


1) Kleinste tödliche Dosis für ein Meerschweinchen von 250 g. 

2) Kleinste nekrosemachende Dosis (Meerschweinchen, intrakutane 
Giftapplikation nach Römer). 

2) Diejenige Toxinmenge, welche mit 0,1 AE gemischt eben noch 
eine Nekrose erzeugt (Intrakutanversuch am Meerschweinchen nach Römer). 
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daß es sich hier um Alkalialbuminate handelt, welche in der alkalisch 
reagierenden Bouillon vorhanden sind und durch Sáurezusatz nieder- 
gerissen werden. 

Tatsächlich zeigten die von uns untersuchten Nährbouillonproben, 
welche in der üblichen Weise zur Gewinnung von Diphtherietoxin 
hergestellt wurden, ähnliche, jedoch viel schwächere Trübungen auf 
passenden Säurezusatz. Bereits dieses Verhalten der Nährbouillon 
legte die Vermutung nahe, daß wenigstens ein Teil der säurefällbaren 
Substanz während des Wachstums der Bazillen entsteht. Wir konnten 
uns davon überzeugen, als wir selbst zur Gewinnung von Diphtherie- 
toxin übergingen. 

Wie bereits erwähnt, waren wir durch die Kriegsverhältnisse ge- 
zwungen, zur Herstellung unserer Bouillon billige und leicht erhältliche 
Substrate zu wählen. Zum Schluß blieben wir bei der Placentabouillon. 
Diese Bouillon ließ sich nun nach dem endgültig von mir und Srnka 
gewählten Verfahren so darstellen [Nährboden Nr. 381)], daß sie 
relativ sehr eiweißarm war und weder durch Ansäuerung noch durch 
Alkalisierung getrübt werden konnte. 

Das auf dieser Bouillon produzierte Diphtheriegift zeigte nun 
eine ebenso deutliche Niederschlagsbildung auf Säurezusatz wie das 
auf anderem Nährboden erhaltene. 

Weiterhin ist es mir nach vielem Herumprobieren ein einziges Mal 
gelungen, eine Diphtherietoxinbildung auf einem äußerst einfachen 
Nährboden bekannter Zusammensetzung zu erhalten. 


Dieser Nährboden enthielt in 1 Liter: 10,0 Ammoniumlactat, 1,0 Di- 
kaliumphosphat, 10,0 Kochsalz und 15,0 Glycerin. Er wurde bis zu schwach 
alkalischer Reaktion mit Kaliumcarbonat neutralisiert (py um 7,3) und 
sterilisiert. Anfänglich wollten die Bazillen auf diesem Nährboden gar 
nicht wachsen. Durch Abimpfung der nach einigen Tagen noch in der 
Flüssigkeit lebenden Bazillen ist es schließlich nach einigen Wochen ge- 
lungen, einen Bazillenstamm zu züchten, welcher zwar träge, dennoch 
genügend reichlich auf dem Nährboden zu wachsen anfıng. Nach weiterem 
Abimpfen gelang es schließlich auch, die Toxinbildung zu erzwingen. So 
erhielt ich aus einer derartigen Kultur, welche vom 30. Dezember 1917 
bis zum 10. Januar 1918 im Brutofen gestanden hatte, ein schwaches 
Gift von D. n. m. 0,0001 und L.nekr. etwa 0,6. 


Auch dieses Gift zeigte eine deutliche Niederschlagsbildung auf 
Säurezusatz, was hier bereits auf zweifellose bakterielle Provenienz 
des fraglichen Stoffes hindeutete ?). 

Entnimmt man schließlich einer wachsenden Diphtheriebouillon- 
kultur alltäglich eine kleine Probe und untersucht dieselbe auf Gift- 


1) Vgl. Zentralbl. f. Bakt. 82, 1918. 

2) Interessanterweise wurde dieses Gift, mit Carbol versetzt und im 
Eisschrank aufbewahrt, so rasch (in einigen Tagen) unwirksam, daß nur 
wenige Untersuchungen mit ihm ausgeführt werden konnten. 
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wirkung und Niederschlagsbildung, so kann man sich überzeugen 
daß die beiden Eigenschaften etwa zu gleicher Zeit auftreten unc 
daß die Niederschlagsbildung, ähnlich wie der Giftwert, allmählich 
stärker wird. 

Aus allen diesen Erfahrungen kann wohl der Schluß gezoger 
werden, daß der auf passende Ansäuerung in der Toxinbouillon auf. 
tretende Niederschlag, zum großen Teil wenigstens, als ein Bazillem. 
derivat aufzufassen ist. | 

Wie bereits erwähnt, läßt sich der Niederschlag gut abzentri- 
fugieren und infolge seiner Unlöslichkeit im destillierten Wasser gut 
waschen. Am besten kann er durch Elektrodialyse, wie sie vielfach 
im Institut Pauli geübt wird, von anhaftenden Salzen befreit werden. 
Bei der Elektrodialyse wandert die Suspension zur Kathode. Auch 
sehr lange elektrodialysierte Suspensionen reagieren spurweise sauer. 
Der Niederschlag ist in feuchtem Zustande hellbráunlich und schmierig. 
Nach dem Trocknen wird er dunkelbráunlich und lamellös hornartig. 
Aus der trockenen Masse läßt sich im Mörser ein graubraunes Pulver 
herstellen, welches sich wiederum bei schwach alkalischer Reaktion 
mit dunkelbrauner Farbe löst. Die Lösung ist aber nach der Trocknung 
nicht mehr vollständig, so daß sie trübe bleibt. Diese Trübung läßt 
sich ohne wesentlichen Toxinverlust klar abfiltrieren. Auf diese Weise 
lassen sich aus schwach wirksamen nativen Toxinen hochwirksame 
Toxinpräparate herstellen. Aus 1 Liter nativen Toxins erhält man 
etwa 100 bis 200 mg Niederschlag (Tockensubstanz) im Durchschnitt. 

Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration, bei welcher 
die Niederschlagsbildung beginnt, optimal wird und wieder (im Über- 
schuß der Säure) verschwindet, ergab bei verschiedenen Toxinen 
keine konstanten Werte, wie es die folgende Tabelle veranschaulicht: 


























Tabelle II. 
| PH.Exponenten bei 
Toxin ? ¿ ; Beginn der 
Be d timale Nieder; IA d 
rül bung ge: chlags! bildu 5 S Kleer E 
EH | ae aha ern en 
I | 85801 34 > 3,0 
H 6,8 4,3 > 2,8 
HI | 4,1 | 3,3 | 3,0 
7 = 44 2,5—1,8 
Va | 4,8 | 3,6 2,5 
Vb | 5,7 | 4,8 2,9--1,9 
VI | — < 2,5 SE 
VI ;| 60 5,8 >85 


Wie wir sehen, variierten die Wasserstoffionexponenten von 
6,0 bis 4,1 für den Beginn der Trübung, von 2,5 bis 5,3 für die optimale 


Diphtherietoxinstudien. I. 19 


Niederschlagsbildung und von 3,5 bis 1,8 fiir den Beginn der Wieder- 
auflösung des Niederschlages. 


Diese Erscheinung hängt von dem verschiedenen Salzgehalt ver- 
schiedener Toxine in erster Linie ab. Mit steigendem Salzgehalt ver- 
breitet sich die Flockungszone und erreicht viel mehr sauere Werte. 
Schließlich wird hierbei die Flockung irreversibel und geht auch bei 
sehr hohen Cy nicht mehr in Lösung. 


Die Flockungszone des toxischen Niederschlages scheint in Sehe 
salzarmer Lösung zwischen pz 6,0 (Beginn der Flockung) und 3,5 
(Beginn der Wiederauflösung) zu liegen. Das Flockungsoptimum 
dürfte hier um Ge 5,5 bis 5,3 gelegen sein. Darauf deutet der Versuch 
mit Toxin VII hin. Es handelte sich hier um ein aus elektrodialysiertem, 
sehr salzarmem Niederschlag durch Auflösung in destilliertem Wasser 
mit Zusatz von so viel n/10 NaOH, als es DE die Lösung notwendig 
war (Spuren), bereitetes Toxin. 


Dann scheint auch die Flockungszone bei frischen Toxinen niedriger 
zu liegen als bei gealterten, wo sie nach der alkalischen Seite hin ver- 
schoben zu sein scheint. Das zeigen die Versuche mit Toxinen Va 
und Vb, welche ein und dasselbe Toxin betreffen. Der Versuch Va 
wurde sofort nach der Entfernung der Toxinkultur aus dem Brut- 
schranke, der Versuch Vb 6 Wochen später ausgeführt. 

Schließlich dürften auch die in der Toxinbouillon enthaltenen 
anderen Kolloide einen Einfluß auf die Flockungszone ausüben. Die 
engste Flockungszone und das schärfste Flockungsoptimum erhielt 
ich bei der Untersuchung des bereits erwähnten, auf dem künstlichen, 
eiweißfreien Nährboden hergestellten Toxins (Versuch 3). Das Flockungs- 
optimum lag hier bei pg 3,3, während bereits bei Pa 3,0 die Lósung 
vóllig klar wurde. 


Ein gutes Bild der Niederschlagsbildung in einer Toxinlösung 
unter dem Einfluß des Sáurezusatzes gibt die Untersuchung der 
Viskosität. 

Es wurde hierzu das Toxin II verwandt. Es handelte sich um 
eine etwa lproz. Lösung eines aus 10 Litern frischen, auf Placenta- 
bouillon bereiteten Toxins gewonnenen Sammelniederschlages in Aqua 
destillata mit Zusatz von etwas n/10 NaOH. Die Lösung wurde durch 
Zentrifugierung geklärt, war dunkel, klar und hatte bei py 7,42 eine 
L. nekr. von 0,033. Sie war stark salzhaltig. Daher wurde auch die 
Flockungszone sehr breit, und der Niederschlag ging auch bei pg 2,8 
nicht in Lösung. Das Toxin wurde deshalb gewählt, weil es eine hohe 
Anfangsviskosität besaß und daher deutliche Ausschläge versprach: 
Native Toxine waren hierzu nicht zu gebrauchen. Die Ergebnisse der 
Untersuchung gibt die Tabelle III und die Kurve 1 wieder. | 

dÄ 
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Tabelle III. 


Zu je öccm Toxin II NaOH- bzw. HCI-Zusatz und Auffüllung auf 
10 ccm mit destilliertem Wasser. Die Viskositätsbestimmungen (nach 
Ostwald bei + 25°) wurden nach Abzentrifugierung des sich eventuell 
bildenden Niederschlags durchgeführt. Durchflußzeit für destilliertes 

Wasser — 59%), Sekunden (= t). 





























l s e | s 

vi, DR | PH rond || EEN ee e 

l 25 n/100 NaOH! 8,29 8597 | 10660 | 8 

2 7,42 598 1,0679 og 

3 Í 0,25n, 100 HCI 7,4 598 1,0679 D 

4 (105 , , 7,09 598 1,0679 8 

5 10, 0, 6,81 597 1,0660 D 

6 120 , , 5,9 594 1,0607 dle ek 

7 | 25 7o 5,53 607 1,0839 ae e 

8 140 , , 5,13 568 1,0143: |. «ld de e 

9 150, 4,33 563 1,0054 + Lt ++ 

10 [11,0 n/10 HCI 2,77 563 1,0054 |+ + + + 


Man sieht — am deutlichsten aus der graphischen Darstellung 
(Kurve 1) —, daß der optimalen Niederschlagsbildung eine Steigerung 
der Viskosität vorausgeht, welche nach dem Ausfallen der nieder- 





E [ee geschlagenen Stoffe in einen jähen 
ber ae d ~] Abfall — fast bis zur Viskosität 
ge, pr ée ES A, TE des Wassers — umschlägt. Der 
ol -- leg Höhepunkt der Viskosität entsprach 
ww =m M F O E in diesem Versuche py 5,53. 
sen Besonders wichtig erschien mir 
IES ut eg A weiterhin die Frage, inwieweit die 
e —— —— T. 7 —5 2% durch Säure erzielbare Inaktivierung 
Dengem" Dptiteranunkiurgtrktonggierch" des Toxins von der Niederschlags- 
Kurve l bildung abhängig ist. 


Ich habe bereits gezeigt, daß es gelingt, durch optimale Säure- 
fállung das Toxin quantitativ im Niederschlag zu erhalten. Es zeigte 
sich ferner, daß der so erhaltene Niederschlag im destillierten Wasser 
unlöslich ist und sogar bei der Elektrodialyse nichts von einer Wirksam- 
keit verliert. 

Indessen ging aus den weiteren Versuchen hervor, daß die Nieder- 
schlagssuspension im destillierten Wasser, Meerschweinchen intra- 
kutan eingebracht, Spuren spezifischer Entzündung auslösen kann. 
Im Organismus wird also aus dem unlöslichen Niederschlag wirksames 
Toxin unter Umständen in Spuren abgespalten. Diese Wirkung des 
suspendierten Niederschlages ist jedoch nicht konstant. Es gibt Nieder- 
schläge, welche nach intrakutaner Injektion am Meerschweinchen 
überhaupt keine Wirkung erkennen lassen. Ist dies der Fall, dann ist 
auch die entsprechende, durch Säure getrübte Toxinprobe atoxisch, 
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, asd Toxinproben, aus welchen durch sorgfältige Filtration durch 
sisrtete Filter in Suspension spurenweise toxisch wirksame Nieder- 
eiser gewonnen werden, viel höher toxisch wirken als die gewaschene 
spenson. Folgende Beispiele erläutern diese komplizierten Ver- 
aiit (Tabelle IV und V). 


Tabelle IV. 


Tam IV. Giftwert!) 12000 bei py 8,8. Säurezusatz zu je 5ccm 
Toxin mit Aqua dest. bis auf 10 ccm aufgefüllt. 


| | Giftwert 
| 


, | Niederschlags- 
Zare : PH | bildung 
ca 4 





Susp. des 
Niederschl. 
in 


unfiltriert Filtrat sauer 
i Aq. dest. | 


tralisiert 
Lösung des 
Niederschl. 
bei PH 8,8 


E EEE PEE O 
lana 10 HCl 4,4 | grobe Flockung | < 100 | 0 


a. . “21 Hauch 500 500 
| | Giftwirkung mit sebr vers 
| | 











| > Narr neus 








! lángerter Inkubation 


iss HCL 14, klar 





Tabelle V. 


Tain Va (Giftwert 30000 bei py 8,5) und Toxin Vb (Giftwert 14000 
bei pg 8,5). Sáurezusatz wie immer. ` 





N Toxin Va | Toxin Vb 


e ca Dien | ee 
lan | PH | Niederschlags» nr Niederschlags» 

| I ATI bildung || une | Filtrat 

| GC lis ch ` ltriert 




















pa e | | 

. 15n10 ns | EN ¡2000 — | — | Trübung 
IE... 1148 auc 1600' — | — | Niederschlag 
| 3, a 4&0 — | u | — — ¡sehr starke Trübg. 
D,  ,3,6| Niederschlag | 0 , Ø 0 Trübung 
35 ` 129| Trúbung | 0 | — | — | Hauch 

| 5. a ¡251 Hauch || — | — , — ¡ Hauch 


Bei Toxin IV (Tabelle IV) war bei Py 4,4 scheinbar vollkommene 
\ederschlagsbildung eingetreten. Dennoch wirkte das sehr stark 
etrübte Toxin bis über die Verdünnung lag stark nekrosemachend, 
virend das Filtrat auch alkalisiert unwirksam war. Der in Aqua 
destillata suspendierte Niederschlag war sehr schwach toxisch. Es 
ban daher aus diesem Verhalten des Toxins der Schluß gezogen werden, 
& hier bei py 4,4 noch nicht die wirklich optimale Flockung erzielt 
sm Ein Teil des Toxins befand sich noch in Lösung. Dieser Teil 


1) Reziproke D. n. m. 
H Giftwirkung von der Verdünnung der Suspension relativ unab- 
ingg, jedoch bei allen Verdünnungen deutlich. 
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ging zwar durch gehärtete Filter nicht durch (daher die Unwirksamkeit 
des Filtrats), haftete aber zum Teil dem Niederschlag — und zwar 
in lockerer Weise — an. (Daher die toxische Wirkung des Nieder- 
schlages im Organismus.) Daß das Toxin, obgleich es das gehärtete 
Filter nicht passierte, dennoch nicht gänzlich niedergeschlagen wurde, 
zeigt das Verhalten des auszentrifugierten Niederschlages, welcher, in 
einer Pufferlösung gelöst, nur einen Giftwert von 8000 gegenüber 
dem Giftwert 12000 des unvorbehandelten Toxins zeigte. 

Setzte man dem Toxin noch mehr Säure hinzu (pz 2,1), dann 
ging fast die ganze Trübung — bis auf einen Hauch — in Lösung, 
und die Toxizität der Lösung erhöhte sich von 100 auf 500. Das Toxin 
ging aber bei diesem Dispersitätsgrad durch das Filter hindurch. Es 
zeigt sich also, daß der jähe Abfall der Toxinwirksamkeit in der Nähe 
der Flockungszone nicht durch die unmittelbare Wasserstoffionen- 
wirkung, sondern durch die daneben verursachte Flockung bedingt 
wird. | Ä 
Noch interessanter sind die Verhältnisse bei Toxin Va und Vb. 
Wie wir bereits wissen, handelte es sich hier um ein und dasselbe Toxin, 
welches jedoch das eine Mal in ganz frischem, das andere Mal in ab- 
gelagertem Zustande untersucht wurde. Zwischen der einen und der 
anderen Untersuchung sank der Giftwert des nativen Toxins von 
30000 auf 14000. Gleichzeitig, wie wir das schon gezeigt haben, ver- 
breiterte sich die Flockungszone von pg 4,8 bis 2,5 auf pe 5,7 bis 1,9. 

Während nun das bei Toxin Va auf py 3,6 fallende Flockungs- 
optimum das Toxin gänzlich niederschlägt, sehen wir beim Toxin Vb 
das auf py 4,8 verschobene Flockungsoptimum in dieser Richtung 
fast unwirksam. Der Niederschlag ist hier relativ toxinarm, so daß 
im -Filtrat beträchtliche Toxinmengen nachzuweisen sind. Bei der 
folgenden Reaktion schen wir ein erstes Minimum der Toxizität und 
die geringste Toxinmenge im Filtrat, worauf mit der verschwindenden 
Trübung die Toxinwirksamkeit abermals in die Höhe geht, um dann 
stetig abzufallen. 

Diese Erscheinung kann man sich dadurch erklären, daß bei dem 
abgelagerten Toxin, durch Verschiebung der Flockungszone, die für 
die Niederschlagsadsorption günstigste Dispersion des Toxins nicht im 
Bereiche des Flockungsoptimums erreicht wurde. 

In einer anderen Versuchsreihe kamen diese Verhältnisse noch 
deutlicher zum Ausdruck. Es handelte sich hierbei um das salzarme 
Toxin VII, bei welchem die Flockungszone besonders hoch lag (Beginn 
bei Py 6,0). Hier war, wie die folgende Tabelle VI zeigt, bei optimaler 
Niederschlagsbildung keine vóllige Inaktivierung des Toxins erreichbar, 
obgleich ein großer Teil des Toxins vom Filter zurückgehalten wurde. 
Durch Salzzusatz ließ sich dieser Effekt insofern verbessern, als nun- 
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mehr bei der entsprechenden Wasserstoffionenkonzentration das Filtrat 
völlig unwirksam blieb, obgleich die Suspension einen SE Teil der 
Wirkung beibehielt. 


Tabelle VI. 


Toxin VII. Giftwert 40000 bei De 8,2. Zusatz wie immer zu 5ccm 
Toxin, aufgefüllt auf 10 ccm. 





Zu jeder Probe 2,5 ccm 12,5 proz. i 
Ohne Salzzusatz | NaCl.Lösung 




















Zusatz | pH | i io Giftwert See li Giftwert uN 
Niederschlagss ————— - | Nicderschlags» - 
| NE | filtriert | | fitr filtriert `, GE | filtriert | f filtriert 
2,0 n/100 HCI 7 7,2 | klar | — — W klar | wem Ss 
2,5n/100 HO 6,9 | klar 20000) — | Hauch ‚20000 | — 
3,0n/100 HO 6, 0 trúb 12000 | 8000 sehr trib | 7500 | 4000 
3,5n/100 HCL 5, 7 trüb 4000 | 2500 |imassigerNiederschlag|| 4000 | 250 
4,0n/100 HCl: Ee 5,3 | mieia 4000| 250 massiger Niederschlag)! 4000| 6 
la 1 klar 8000 | — | Hauch 


0,8 n/10 HCl! 


la. Vergleichende Untersuchungen an Diphtheriebazillennukleoproteid. 


Da, wie wir gesehen haben, die säurefällbare Substanz der Diphtherie- 
toxinlösungen, zum großen Teil wenigstens, nicht im Nährboden präformiert 
zu sein scheint, sondern von den Bazillen abzuleiten ist, wobei sie in ähn- 
lichem Tempo wie das Toxin von den Bazillen gebildet wird, andererseits 
aber sicherlich nicht mit dem Toxin identisch ist, so war es am nahe- 
liegendsten anzunehmen, daß sie aus den bei alkalischer Reaktion der Kultur 
abgestorbenen Bazillenleibern entsteht. Ich habe daher anhangsweise 
noch einige orientierende Untersuchungen über die bei alkalischer Reaktion 
aus den Diphtheriebazillenleibern extrahierbaren Eiweißsubstanzen aus- 
geführt. 

Hierzu wurden Diphtheriebazillen durch Zentrifugieren aus Bouillon- 
kulturen GENEE gewaschen, bis sie von Toxinspuren befreit waren, 
und mit 19% KOH einige Stunden extrahiert. Alsdann wurden die nicht 
aufgelösten “Bazillenleiberreste abfiltriert und in der dicken, klaren Lösung 
das Proteid mit Essigsáure niedergeschlagen. Der Niederschlag wurde 
gewaschen, in Spuren NaOH gelóst, wieder niedergeschlagen und ge- 
waschen, welche Prozedur mehreremal wiederholt wurde. Alsdann wurde 
der Niederschlag sehr sorgfáltig mit Aqua dest. gewaschen und im Vakuum 
über H, SO, getrocknet. -Es resultierte eine hellbraune, hornartige lamellóse 
Masse, welche pulverisiert wurde und sich in Spuren von NaOH klar 
gelblich löste. Eine solche 0,2 proz. Diphtheriebazillennukleoproteid- 
lösung — kurz ‚„Diphtherin‘‘ genannt — diente mir als Stammlósung für 
sämtliche Untersuchungen (unter Toluol aufbewahrt). 


Zuerst wurde bei analoger Versuchsanordnung, wie die bei der Unter- 
suchung der Toxinlösungen benutzte, die Flockungszone einer verdünnten 
(1:10) Diphtherinstammlösung bestimmt, und zwar das eine Mal in salz- 
armer, das andere Mal in konzentrierter Salzlösung. Die Ergebnisse zeigt 
die folgende Tabelle VII. 
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Tabelle VII. ë 
| | Niederschlagsbildung 
Se | ds Pu |PH rund | in Aqua dest. > in Kochsalz 
ee i all E E EE EE WEE 
! 
Beem Aquadest. | 
bzw. NaCl. 0,7351 | 7,7727 7,8 klar klar 
1,0 n/1000 HO 0,7127 | 7,3873 7,4 Se Hauch 
20°. »» | 0,6923 | 7,0361 7,0 Hauch Trúbung 
30 „ vn | 0,6635 ¡| 6,5405 | 6,5 Trúbung | etwas abgesetzi 
40 ,„ »» || 0,6043 ' 5,5215 5,5 ||grobe Flockung ' ganz abgesetzt 
50 „ „ || 0,5556 4,6833 4,7 lletwas abgesetzt | A d 
0,6 n/100 HCl || 0,5244 | 4,1463 4,1 Trúbung E. e 
0,7, SS 0,5026 | 3,7710 3,8 Spur Trübung A de 
0,8 „ e 0,4869 | 3,5009 3,5 Hauch de u 
0,9 , Ai 0,4841 | 3,4544 3,4 klar ep AN 
1,0 LE) 29 0,4742 3,2823 3,3 29 , ,, 
Lë 5 >» | 0,4565 | 2,9777 | 3,0 > MS 
20 , e 0,4451 | 2,7813 2,8 2 gi Es 
3,5 » SR 0,4261 2,4544 2,5 S | » Ši 
5,0 gé 0,4153 | 2,2685 2,3 5 ! 


Man sieht, daß die Flockungszone der salzarmen Diphtherinlósung 
zwischen pg 7,0 und 3,5 gelegen ist, und daß die optimale Flockung 
ziemlich scharf bei py 4,7 stattfindet. 

Anders in salzhaltiger Lösung. Hier ist die Flockungszone ver- 
breitert und beginnt bereits pz 7,4, während sie nach unten nicht 
abzugrenzen ist. Noch bei pg 2,3 findet vollkommene Fällung statt, 
während die salzarme Lösung bereits bei po 3,4 vollkommen klar ist. 

In einem zweiten Versuche wurde eine konzentrierte Diphtherin- 

Tabelle VIII. 


5ccm Diphtherinstammlósung. Zusatz in 5ccm Aqua dest. bzw. 
Peer ee 





Niederschlagsbildung 























mit Salz ohne Salz 
ln | mn run mi am | mei 
5 ccm Aqua deet, | 

bzw. NaCl . .l 0,7832 | 8,6006 | 8,6 klar | klar 
0,5cemn/l100HCI | 0,7549 | 8,1136 | 81 S | , 
0715, »  » | 0,7373 | 7,8106 | 78 | S | S 

1,0 5 >» » | 07127 | 73873 | 74 $ fast klar 
1,25, || 0,8954 | 7,0896 | 71 i Hauch 
Lo” — | 0,6759 | 6,7538 | 67 trüb trüb 
1,78, 5 » || 06398 | 6,1325 | 6,1 | sehr trüb |z. T. abgesetzt 
2,0: zi. "e. 5 0,5697 | 4,9260 4,9 abgesetzt abgesetzt 
2,25 p 0 o» 0,5244 | 4,1463 4,1 | trü ı z. T. abgesetzt 
RB o || 0,5037 | 3,7899 | 3,8 | sehr trüb 
218... u 5 | 0,4854 ` 3,4751 3,5 | Hauch trüb 
20. 0,4747 | 3,7909 | 33 , klar fast klar 
BO > 7? | 0,4428 | 2,7418 | E Ñ | klar 





Die Viskositátsbestimmungen der EN Diphtherinlösungen der 
Tabelle VIII ergaben zunächst analoge Verhältnisse wie bei analoger 
Untersuchung einer Toxinlösung (vgl. Tabelle IX). 
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es benutzt (1:2), um auch die Viskositäteänderung unter dem 
ob von Säurezusatz bestimmen zu können. Die Flockungszone 
ride hier einerseits in salzarmer, andererseits in mit physiologischer 
ixkalzlösung versetzter Lösung bestimmt. Auch hier zeigte es sich, 
se sus der Tabelle VIII zu ersehen ist, daß die Flockungszone im 
alamen Medium zwischen py 7,0 und 3,4 gelegen ist und ein Optimum 


ip 4,9 erkennen läßt. Bei Gegenwart von Salz war die Flockungs- 


| de gewonnenen Resultate hervor- 


we verbreitert (pg 7,4 bis 3,3), und das Optimum war weniger scharf 
eebar. Immerhin — dank der viel geringeren Salzkonzentration — 
ur die Unterschiede nicht so in die Augen springend, und die Lösung 


Wm ich vollkommen bei py 2,7 auf. 


Tabelle IX). 


je Diphtherinstammlösung. Zusatz in 5ccm physiologischer Na Cl-Lósung. 


Durchflußzeit des Wassers °2/, Sekunden bei 25°. 


Wës | 


Zusatz l Pu Durchflußzeit NUAS N 


seem phys. NaCl "| 








| 86 627 1,01128 1,011 
diem 1,100 HC | 8,1 622 1,003 22 1.003 
ge 78 623 1.00483 1.005 
Da da | 7.4 | 625 1,00806 1.008 
D, oo 71 645 1.04032 1,040 . 
Dame 6,7 640 1,03225 1.032 
rer: | 61 | 018 0.99677 1.997 
Tr 4,9 612 0,98709 1.987 
es "CJ ao 1 os 1.045 16 1.045 
To ee 3.8 639 1.03064 1.031 
Eë. Ae Le, | 35 631 1,01774 1,018 
Doo 3,3 628 1.01290 1.013 
e o | 3,0 623 1,00483 1.005 
Baan a e 2,9 623 1,004 83 1.005 
W e LS 622 | 1,003 22 1,003 
nl 27 622 1,003 22 1.003 





Wie das am deutlichsten aus der ZS 
eaptischen Darstellung (Kurve 2) 


ER, haben wir auch hier mit einer 
'skositátesteigerung vor der opti- 
almNiederschlagsbildung (zwischen 
$3 7,1 und 6,7) zu tun. Nach er- 
“ger Ausfällung sinkt die Viskosität ` — SE E, +: 

* ur Wasserreibung, um dann ` weide: Aphtherisshemmläsung staking 
au der fortschreitenden Lösung des 
\ederschlags in der nunmehr stark 
wen Lösung wieder aufzusteigen. Auch dieser Anstieg hat sein Optimum 
Ia py 4,1), worauf die innere Reibung langsam und stetig abfällt, um 
*h bei py 2,7 der des reinen Wassers zu nähern. 

nn 


') Vgl. hierzu Kurve 2. 








Kurve 2. 
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Diese letztere Erscheinung haben wir bei der Untersuchung der Toxira 
lösung nicht beobachtet, aus dem einfachen Grunde, weil unsere damalige» 
Niederschläge sich im Säureüberschuß nicht lösten. 

Bereits diese Versuche machten es wahrscheinlich, daß die sáure> 
fällbare Substanz der Toxinlösungen mit dem Diphtherin verwandt ist 
Ich habe aber noch die Flockungszone des Diphtherins in einer sterilex- 
Nährbouillon, wie sie zur Herstellung von Diphtherietoxin von uns benutz.1 
wurde, untersucht. 

Wie aus der Tabelle X zu ersehen ist, verhielt sich das Diphtherir 
in Bouillon wie in einer Salzlösung. Die Flockungszone erschien verbreitert. 
das Optimum lag um py 5,0. 

Interessant war, daß der Diphtherinzusatz sowohl die Reaktion als 
das Säurebindungsvermögen der Nährbouillon nicht in nennenswerterxa 
Maße beeinfluBte. In der Bouillon allein war natürlich keine Trübung 
nach Säurezusatz wahrnehmbar. 


Tabelle X. 


4ccm Placentabouillon Nr. 38. Zusatz in 6 ccm destillierten Wassers und 
4 ccm Placentabouillon Nr. 38. + Leem Diphtherinstammlösung. Zusatz 
in Beem a dest. 





nn nm Y a 

























































l ; | Bouillon allein Bouillon + Di + Diphtherin | Katie 
m || x | pa E bldg 
| x | pu PH H It fund: . 
5 com EZ dest. ES 8.0568 8,0 ae 7,9690 8,0 klar 
0,1 n/100 HCI. . (0,7147 74217) 74 |0,7228 7,5611| 7.6 A 
Lä 51 . . [0,7045 7,2462 7,2 0,6958 7,0947 7,1 A 
03 >»  » ..:0671116,6713 67 06645 6,5577| 6,6 Fe 
DA n o so. | 0,6412 6.1566 62 [0,6436 6,1979 62 trüb 
00 s as dag 5.2737 53 (0,6019 5.4803 55 Flockung 
en | 0,5783 5,0396 5.0 (0.6743 5,0052| 5,0 abgesetzt 
WE CA Me 05602 4,7624 4,8 0,5592 4,7452] 47 Ñ 
0,8 ,, rar — 0,5486 4,5628! 4,6 || weniger abgesetzt 
09 > > | | [06354 4,3356| 43 0,53814.3821| 44 E = 
1,0 99 an e Ye os — 0,5291: 4,2272 4,2 d an Ar 
I2 » 0,5101| 3,9002) 3,9 ‚0,5104 3.9053) 3,9 trüb 
ab, u e 0,4958 3,6540, 36 0,4948 3,6368| 3,6 Wi 
L5 Ge 5 0,4891 3,5388! 3,5 SE 
Le o 2o IIL III I loaso9 3,3976 3,4 A 
IT ` Zei. a Zen | 0,4740 32788 33 | — | — | — | 
1,8 ,> ,> e e ' Get Sege E a , 3,2 | 
20 1.  » . . (0,4525 2,9088 2,9 j 0,4527| 2,9122 29 | weniger trüb 


2. Einfluß der Wasserstoffionenkonzentration auf die Giftigkeit 
des Diphtherietozins. 

Das Diphtherietoxin verändert sowohl unter dem Einfluß des . 
Säure- als Laugenzusatzes seine Wirksamkeit. Es war nun der Haupt- 
zweck dieser Arbeit, diese Toxizitätsänderung quantitativ als Funktion 
der Wasserstoffionenkonzentration darzustellen. 

Ich untersuchte hierzu im ganzen acht verschiedene Toxinlösungen. 
Da ich jedoch — unter den Kriegsverhältnissen — nur über ein be- 


-æ _——m— 
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«pidenes Tiermaterial verfügte, so konnte ich nur fünfmal die Änderung 
is direkten Giftwertes, auf welche es ja hier in erster Linie ankommt, 
z Abhängigkeit von verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen 
mersuchen. In anderen drei Versuchen mußte ich mich nur mit 
mentierenden Feststellungen des indirekten Giftwertes (L. nekr.) 
beenúgen. — Ich gebe nun die Ergebnisse dieser fünf Analysen — 
weiche drei Toxinpráparate und ein ganz frisches, sowie ein nach Ab- 
lkerıng untersuchtes, natives Toxin betreffen — zuerst kurz tabel- 
bach zusammengefaßt wieder (Tabelle XI bis XV). 


Tabelle XI. 


Tom IV. Säureniederschlag aus 10 Liter Toxin Martha auf Bouillon 
\r.38, gewaschen und aufgelöst in 2 Liter HCI-Boratpufferlösung (py 8,5428). 
Zusatz zu Beem Toxin IV in 5cem Aqua dest. 


KEE 
l 
Rel 
i Pg Niederschlags» | -: Giftwert 
es (rs E Dl [ae E 


| 
| 
E 








än NaOH. . . | 0,9946 | 12,2393 122 | | m 
BL,  . . . ¡1 0,9259 | 11,0568 | 11,0 = 7150| 75 
ne re | 0,8845 | 10,3442 | 103 | — 2500 | 25 
aS, „ . . . 10,8625 | 99655 | 10,0 = 4000 | 40 
#nl0Na0H. . |i 0,8381 | 95456 | 95 = 8000 | 80 
noo, 1 0,8165 | 9,1738 | 92 = = a 
En oo ei 0,8121 | 9,0981 ¡ 91 = 10. 000 | 100 
oo, . 1; 0,8086 | 9,0034 :| 9,0 = 12.000 |. 120 
a er ger 0,8002 | 8,8933 | 8,9 = 12000 | 120 
SöAquadest. . . | 0,7937 | 8,7813 | 88 |  — 12000 |. 120 
0500 HCl. .. | 0,7851 | 8,6333 | 86 |' — 10 000 | 100 
MW. .. . 107749 | 84579 | 85 — | 8000| 80 
A | 0,7631 | 8,2548 | 83 — | 7000| 70 
2, 0,7468 | 7,9742 | 8/0 — | 6000| 60 
MA | 0,7223 | 75611 | 76 | klar 4000 | 40 ` 
o, 0,5399 | 44131 | 44 | grobe Flockung | < 100 | < 1 
GE | 0,4271 | 2,4716 | 2,5 E Hauch | — — 
wo, 0,4047 | 20861 | 21 | „ 500 | .5 
Dro, | 0,3947 | 1,9140 | 19 |! , — — 
A. y - 1, 0,8864 | 1,7710 | 18 | , | — 
06 n HC Lang) 1,5663 | 16 |. Kar) — , — 
Tao no JI 0,3694 | 1,4785 | -15 |, — o = j} — 
BL... . . 10,3629! 1,366 1,4 = 0 b 
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l Tabelle XII. 
Toxin VI. Säureniederschlag aus 5 Liter Toxin Martha auf Bouilloxa 


Nr. 38, gewaschen, dann getrocknet. Nach einigen Monaten pulverisiert. „ 

aufgeschwemmt in destilliertem Wasser, elektrodialysiert, gelöst in 1 Litex” 

H Cl-Boratpufferlösung (py 8,5428). Zusatz zu Boom Toxin VI in 5 ccrxa 
Aqua destillata. 























; | | P PH SES , ane 
| 
5,0 n/10 NOH . . | 0,8907 | 10,4510 | 10,4 - | - | - 
40 „ » . . | 0,8582 | 9,8916 | 9,9 — 2500| 50 
L0 poo poa | 0,044 8,9655 | 9,0 > 50 000 | 100 
5,0 Aqua dest, . . i; 0, un 8,5628 | 8,6 u 50000 100 
0,5 n/10 HC... E 8,3753 | 84 — 40000! 80 
10 n y WC 8,2444 | 82 — -35000' 70 
ou, 0, . [07414 | 78813 | 79 —  |3000| 60 
25 , e durch graphische Inter», 7,6 | — | 25 000 | 50 
30 1» +. +. + ¡| polation gewonnen | 7,1 | ar 15 000° 30 
rn | 0,6582 | 6,4492 64 | klar 10000. 20 
An. 5 0,4291 | 2,5060 | 25 Niederschlag) — — 
50 5» . .. . 104128] 22255; 22 S SS | = 
0,6 n HCl . 1, 0,3775 | 1,6179 | 1,6 starke A Sean A Le 
Tabelle XIII. 

Toxin VII. Säureniederschlag aus 5 Liter Toxin Martha auf Bouillon 


Nr. 38, sorgfältig gewaschen, feucht in Aqua dest. mit Zusatz von so viel 


n/10 NaOH, als es zur Lösung notwendig war, gelöst (1 Liter). 


zusatz (0,5%). 


Zusatz zu 5ccm Toxin VII 


Phenol- 


in 5ccm Aqua dest. 





Zusatz 











10 n/10 NaOH . 


0,6 A A 

2,5 n/100 NaOH. 
10 , 

5,0 Aqua dest. 
0,5 n/100 HCl 
1,0 n >” 


5,0 ' 
0,6 n/10 HCI. . 








9,5766 


E 0,8399 
0,8268 | 93511 
e 0,8002 | 8,8933 
| 07851 | 8,6333 
. : 0,7587 | 8,1792 
| 0,7490 8,0120 
. 0, 0,7385 | 7,7960 
. +. ' graphisch interpoliert 
. 0,6833 | 6,8813 
0,6318 | 5,9949 
S | graphisch interpoliert 
. . "0,5893 | 5,2634 
. 1 0,4854 | 3,4751 
. , 0,4747 | 3,2909 








| 


| 


| 
| 
l 





5,3 
3,5 
3,3 














ae Giftwert 

> e 

a 60 000 

— 50 000 

-— 40 000 | 

— 35 000 | 

— 25 000 

klar 20 000 

trüb 12 000 ' 

i | 4.000. 

N iederschlag 4 000 
| klar | — 

| e : 8000 | 


Rel. 
Giftwert 
Py8,6=100 


za mm WW "WI KS 


a = mm 


Seet EH 
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Tabelle XIV. 


Tan Va. Ganz frisches, natives Diphtherietoxin auf Nährbouillon Nr. 38, 
¿srbolzusatz (0,5%). Zusatz zu 5 cem Diphtherietoxin in Beem Aqua dest. 
Versuchsreihe vom 30. Oktober 1918. 



































! | p Niederscbla ra 
Bars . . 
Zusatz | n PH Be A bildung Giftwert AiO 
L nlo NaOH . | grapbisch interpoliert, 9,8 = 12000 | 40 
DL, 10, $268 9,3511 | 94 = 20 000 | 66,6 
Boo j SE 8,9655 | 90 = 30 000 | 100 
¿rem Aquadest. . O, 71796 | 8,5388 8,5 — 30000 | 100 
i5n10 HCI . | graphisch interpoliert 8,2 — 20 000 66,6 
Do, ' 0,7416 | 7,8847 | 7,9 = 15000 | 50 
Ja 7D . | 0,6781 | 6,7917 | 68 |  — 6000 | 20 
15 „ as 5 graphisch interpoliert 5,7 | klar 3000, 10 
GZ - 0,5622 | 47069 | 48 | Hauch | 1600 | 5,3 
20 . er S | 0, 4919 3,5869 3,6 |Niederschlag 6 0 
EE . 1104539 | 29329 | 29 | Trübung | — = 
39 _ pe e 0, 4277 | 2,4820 2,5 | Hauch — — 
I5 a e | 0,4125 | 2,2203 2,2 klar = = 
Tabelle XV. 


Toon Vb. Dasselbe Toxin wie Va, nur abgelagert. Zusatz zu 5cem Toxin 
in 5ccm A A dest. Versuchsreihe vom 19. Dezember 1918. 


Inge | Rel. 
O tmm bildun Sea Giftwert ol, 


sem n/10 NaOH | | 0,9367 11,2427 
































302,10 NaOH . 10, 5009 

5, m ; Ä 0,8845 10, 3442 

29 , 3 ERBE 0.8664 ` 10 0327 

13 „ = er ` graphisch interpollert 

10 „ e - | 0,8268 | 9,3511 

nn. | 0,8044 ; 8,9655 

5cem Aqua dest. . | 0,7796 | 8,5388 

Gan HO. . . | 0,7416 | 7,8847 

Mo, „ . -. . 106781 | 6,7917 

15. A N | graphisch interpoliert 5,7 Trübung | 4 000 28,6 
Et en, a. 8 | 0,0822 | 4,7969 4,8 Niederschlag, 2500 | 16,4 
Lä. re d graphisch interpoliert 4,0 | starke Trübung 400 2,86 
am, ` ı 0,4919 | 3,5869 | 3,6 | Trübung 8300| 5,72 
Be re el 0,4539 2,9329 2,9 Hauch 250 1,64 
E aar a . | 0,4277 2,4820 2,5 A 100 0,7 

T P - 1 0,4125 | 22203 | 2,2 E Se E 

a, a ao d 0,3987 | 1,9828 |! 2,0 % Es az 

5 „ eh e 0,3922 - 1,8709 1,9 y sa p 

50 n nn. | 0,3838 | 1,7263 1,7 klar =p = 


Das wesentliche Resultat dieser fünf Versuche geht am anschau- 
tiehsten aus der zusammenfassenden Kurve 3 hervor. Sie wurde so kon- 
struiert, daß der bei py 8,5 bis 8,6 experimentell gefundene Giftwert 
igleich Anzahl der kleinsten nekrosemachenden Giftdosen in 1 cem) 
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gleich 100 gesetzt wurde, worauf sámtliche Werte dementsprechenc 
umgerechnet wurden (der ‚relative Giftwert‘‘ der Tabellen. Dies 
war notwendig, um die verschieden stark wirksamen Toxine miteinander 
vergleichen und in eine Kurve zusammenfassen zu können. 


Die Kurve zeigt uns sehr deutlich, daß mit der steigenden C 
das Toxin seine Wirksamkeit verliert bzw. mit der fallenden Co bis 
zu einem gewissen Punkte immer wirksamer wird. Nach Überschreitung 
dieses Punktes, welcher ziemlich scharf zwischen py 8,6 und py 9,2 


gelegen ist, fällt wiederum die Wirksamkeit des Toxins auch bei weiterem 
Abfall der Cy- 


Das Diphtherietoxin besitzt also ein ziemlich scharfes Reaktions- 
optimum auf der alkalischen Seite, welches, wie gesagt, zwischen 
Py 8,6 und 9,2 gelegen ist — und in welchem es am giftigsten ist. Mit 
anderen Worten: In einem Toxin sind die meisten Giftteilchen bei 
einer Reaktion enthalten, welche um py 8,8 gelegen ist. 

7 
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Kurve 3. 


Ändert sich die Reaktion nach beiden Seiten — wird sie saurer, 
als es py 8,5, oder alkalischer, als es py 9,0 entspricht —, so wird das 
Toxin immer ärmer an giftigen Eigenschaften. Auf der sauren Seite 
beginnt das Toxin praktisch atoxisch zu werden, wenn sich seine Reak- 
tion py 5,0 nähert. Von da an zeigt unsere Kurve eine asymptotische 
Annäherung an die Nullinie. Auf der alkalischen Seite sind analoge 
Verhältnisse gegen Py 12,0 zu verzeichnen. 


Das Aussehen der Kurve erinnert auf den ersten Blick an eine 
Dissoziationsrestkurve eines amphoteren Elektrolyten. Sie ist in 
einem gewissen Sinne auch als solche aufzufassen. Sie zeigt ferner, 
daß die toxischen Eigenschaften an das Säureanion des Diphtherie- 
toxins gebunden sind. Die Dissoziationskonstante des Diphtherietoxins 
als Säure läßt sich auf 10-7? bis 10® abschätzen. 
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Im einzelnen war besonders das Verhalten der Toxine Va und Vb 
sehr interessant. Es war das, wie wir bereits mehrmals betont haben, 
éin und dasselbe native Toxin, welches jedoch das eine Mal sofort 
nach der Entfernung aus dem Brutofen, das andere Mal hingegen 
6 Wochen spáter, als das Toxin bereits abgelagert war, untersucht 
wurde. Sowohl die Wasserstoffionenkonzentration des Toxins wie 
seine Bindungsfähigkeit für Säure und Lauge änderten sich in dieser 
Zeit nicht. Wohl aber sein Giftwert, sowie das Verhalten des Gift- 
wertes zum Säure- und Laugenzusatz. 

Wie es am deutlichsten aus der graphischen Darstellung der Gift- 
werte beider Toxine in Abhängigkeit von py zu entnehmen ist (Kurve 4), 
betrug der Giftwert des Toxins 
nach der Entfernung aus dem 
Brutofen 30000 bei py 8,5. armer 
6 Wochen später war er nur %% 
14000. Von py 6,8 säurewärts 
und py 10,0 laugenwárts waren 20000 
jedoch die Giftwerte beider 
Toxine praktisch identisch. 
Die Inaktivierung des Toxins 
durch Lagern betraf also nur 
diejenigen Giftteilchen, welche 
heider Reaktion zwischen py 6,8 
und Pa 10,0 abdissoziieren. 

Analoge Versuche, bei welchen jedoch nicht der direkte, sondern 
nur der indirekte Giftwert (als L. nekr.) bei verschiedenen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen bestimmt wurde, zeigten prinzipiell das gleiche 
Resultat. Die Bindungsfähigkeit des Diphtherietoxins ändert sich also 
unter dem Einfluß verschiedener Wasserstoffionenkonzentrationen auf 
eine ganz ähnliche Weise wie die direkte Toxizität. Die Ergebnisse 
sind hier jedoch viel ungleichmäßiger. Eine analog der Kurve 3 graphisch 
dargestellte Änderung der L. nekr. in Abhängigkeit von dem Wasser- 
stoffionenexponenten Du zeigt eine so starke Streuung, daß sie nicht 
in eine Kurve zusammengefaßt werden kann. Dies hängt damit zu- 
sammen, daß durch den verschiedenen Serumzusatz zu den einzelnen 
Toxinproben die Go dieser letzteren in einer variierenden Weise ver- 
ändert wird. Ich habe daher von der ausführlichen Anführung dieser 
Gruppe meiner Versuche Abstand genommen, um so mehr, als sie, 
wie gesagt, ganz analoge Resultate geliefert haben. Auch hier war 
das Optimum der Toxinwirkung zwischen py 8,5 und 9,2 feststellbar, 
auch hier sank die Toxizität bei py 5 praktisch auf 0 herab. 

Die Wasserstoffionenkonzentration hat somit einen eminenten 
Einfluß sowohl auf die direkte Toxizität als auf die antitoxinbindenden 








6 7 ö 9 A 27 
Gg des Toxins Va (+-+) urd Kb E=) in Abhängigkeit y B, 


Kurve 4, 
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Eigenschaften des Diphtherietoxins, welcher bedingt, daß es nicht mehr 
angängig ist, von einem Ghftwert des Diphtherietoxins zu sprechen, ohne 
gleichzeitig die Wasserstoffionenkonzentration anzugeben, bei welcher die 
Giftwertbestimmung ausgeführt wurde. 

Auf Grund der geschilderten Versuche können wir uns folgende 
Vorstellung von der Natur des Diphtheriegiftes machen: 

Das Diphtheriegift ist höchstwahrscheinlich als ein amphoteres, 
niedermolekulares Eiweißspaltungsprodukt, vielleicht von Polypeptid- 
charakter, aufzufassen. Für seine Polypeptidnatur spricht auch die 
Tatsache, daß es, wie folgender Versuch es zeigt, durch p-Naphthol- 
isocyanid völlig unwirksam gemacht wird: 

Versuch vom 18. März 1919. Toxin Martha Nr. 38. Giftwert 5000. 
50 ccm des Toxins werden mit 5ccm ß-Naphtholisocyanids versetzt. Es 
entsteht sofort ein kristallinischer Niederschlag. Nach dreistündigem 
Stehen wurde der Kristallbrei abgenutscht und das Filtrat auf Giftwirkung 
untersucht. Es war atoxisch. Durch Ansäuerung ließ sich im Filtrat ein 
massiger Niederschlag erzeugen, welcher bei alkalischer Reaktion gelöst, 
ebenfalls atoxisch befunden wurde. Schließlich war auch die alkalische 
Kristallbreilösung ebenfalls ohne jegliche Toxinwirkung. 

Die Säurenatur der toxischen Eigenschaften des Diphtheriegiftes 
geht fernerhin noch aus der Tatsache hervor, daß das Gift beim Über- 
führungsversuch der Hauptmenge nach an der Anode angetroffen wird. 

Versuch vom 23. Februar 1918. Toxinpräparat VI. Lösung in 
HCI-Boratpuffer (1:2) gegen dieselbe Pufferlösung 12 Minuten bei 4,5 Milli- 


ampere überführt. Giftwert der Flüssigkeit an der Anode etwa 25000, 
Giftwert der Flüssigkeit an der Kathode etwa 50. 


Zusammenfassung. 

1. Durch passenden Säurezusatz wird im Diphtherietoxin ein 
reversibler, im Überschuß der Säure wieder löslicher Niederschlag 
erzeugt, welcher unter Umständen die Gesamtmenge der toxischen 
Substanz enthält. Dieses Verhalten erlaubt das Diphtherietoxin auf 
eine einfache Weise zu konzentrieren. 

2. Die Säureflockungszone der Diphtherietoxinbouillon ist eine 
sehr breite und schwankende und liegt zu beiden Seiten der pg 5 ent- 
sprechenden Wasserstoffionenkonzentration. Ihre Breite ist vom Salz- 
gehalt sowie dem Alter der Toxinbouillon abhängig. 

3. Der Niederschlag enthält nur dann fast das gesamte Toxin, 
wenn die optimale Flockung weit nach der sauren Seite verschoben 
ist (zwischen pg 4 und 3). 

4. Der Niederschlag ist bakterieller Provenienz und stammt nicht 
aus der Bouillon als solcher. Es konnte wahrscheinlich gemacht werden, 
daß es sich hierbei um durch bei alkalischer Reaktion ausgelaugte 
Eiweißstoffe der Bazillenleiber handelt. 
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5. Das Diphtherietoxin ist als eim amphoterer Elektrolyt, dessen 
torische Natur an seine Säureeigenschaften gebunden ist, aufzufassen. 
Seine toxische Wirksamkeit wird durch die Änderung der Wasserstoff- 
¡orenkonzentration dementsprechend verändert. Das Optimum der Toxi- 
zitat liegt zwischen py: 8,5 und 9,2, bei Py 5 einerseits und py 12 anderer- 
seis wird es praktisch unwirksam. Der Verlauf der Giftwertkurve in Ab- 
hängigkeit von dem Wasserstoffionenexponenten De ähnelt einer Disso- 
ziationsrestkurve eines amphoteren Elektrolyten. 

6. Zur Charakterisierung eines gegebenen Diphtheriegiftes gehört 
nicht nur die Angabe seines Giftwertes, sondern auch die Angabe der 
Wasserstoffionenkonzentration, bei welcher die Giftwertbestimmung ge- 
macht wurde. | | 

7. Analog dem direkten Giftwert ändert sich unter dem Einfluß 
verschiedener C,, auch die antitoxinbindende Eigenschaft des Toxins. 

8. Die Inaktivierung des Toxins beim Lagern betrifft in erster 
Linie diejenigen Giftteilchen, welche zwischen Py 6,8 und 10,0 ab- 
dissoziieren. 


Nachtrag.’ 


Bereits nach der Niederschrift dieser Mitteilung erschien eine den 
gleichen Gegenstand behandelnde Arbeit von Walbum aus dem Madsen- 
schen Institut1). Walbum hat nun ebenfalls die Änderung des Gift- 
wertes des Diphtherietoxins unter dem Einfluß verschiedener Wasser- 
stoffionenkonzentranten bestimmt, und kam zunächst zu prinzipiell 
ähnlichen Ergebnissen. Quantitativ jedoch differieren seine Resultate 
von den meinigen ganz erheblich. Walbum fand nämlich, daß das Reak- 
tionsoptimum des Diphtherietoxins um den Neutralpunkt gelegen ist 
und keine so scharfe Erhebung zeigt, wie das auf meiner Kurve zum 
Ausdruck kommt. Bereits bei py 6,5 findet er seine Toxine praktisch 
atoxisch, und auch bei py 8 sind sie ebenfalls fast unwirksam. 

Diese Differenz ist meines Erachtens darauf zurückzuführen, daß 
sich Walbum zur Auswertung seiner Toxine der Ehrlichschen sub- 
kutanen Methode bedient hat. Daß hierbei die eingespritzten Toxin- 
mengen in ihrer Reaktion wesentlich anders und in viel höherem Maße, 
als dies bei der intrakutanen Einspritzung der Fall ist, beeinflußt 
werden, ist einleuchtend, handelt es sich doch hier in erster Linie um 
die resorptive und nicht lokale Giftwirkung (vgl. S. 15). 


1) Diese Zeitschr. 180, 1922. 
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Diphtherietoxinstudien. II. 
Untersuchungen über die Toxinbildung. 


Von 


Fr. v. Gröer. 


(Aus der Kinderklinik, dem Laboratorium für physikalisch-chemische 
Biologie der Universität in Wien und der Universitäts-Kinderklinik 
in Lemberg.) 

(Ausgeführt mit ‚Unterstützung der Fürst Liechtensteinschen Spende.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1923.) 
Mit 2 Kurven im Text. 


Seit den Untersuchungen von Roux und Yersin, Escherich, Fibiger, 
Nicolle, Spronck, Madsen u. a. ist es bekannt, daß die Nährbouillon 
unter dem Einfluß des Wachstums der Diphtheriebazillen ihre Reaktion 
ändert. Entweder wird die Reaktion der Kulturflüssigkeit immer 
saurer, bis die Bazillen allmählich absterben, dann enthält die Bouillon 
kein Toxin (Typus A von Spronck), oder aber es tritt nach anfänglicher, 
vorübergehender Säuerung eine allmähliche Alkaleszenzzunahme der 
Kultur ein, mit welcher auch eine Toxinproduktion verbunden sein 
kann (Typus B und C von Spronck, nach Madsen). 

Nach den in der vorangehenden Mitteilung niedergelegten Er- 
fahrungen über die Beeinflussung der Giftigkeit des Diphtherietoxins 
durch Wasserstoffionen lag es nun nahe, den Einfluß dieser Reaktions- 
änderung auf das in Bildung begriffene Toxin erneut mit der modernen 
Methodik zu untersuchen. 

Hierzu mußten in einer und derselben Bouillonkultur diphtherie- 
toxinbildender Bazillen fortlaufende Bestimmungen der Wasserstoff- 
ionenkonzentration und des Giftwertes durchgeführt werden. Da aber 
die Kulturflüssigkeit unter dem Einfluß der Bazillenvermehrung auch 
anderweitige chemische und physikalische Veränderungen erleidet, 
welche für die Aufklärung der Toxinbildung von Bedeutung sein 
konnten, so empfahl es sich, neben den Cy- und Giftwertbestimmungen 
auch andere. möglichst vollständige chemische und physikalische Unter- 
suchungen an der im Wachsen begriffenen Kultur fortlaufend vor- 
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zunehmen. Ich habe daher der fortlaufenden Wasserstoffionenkonzen- 
trationsmessung und der Giftwertbestimmung einer Diphtheriebazillen- 
bouillonkultur auch Leitfähigkeitsmessungen sowie Bestimmungen des 
Drehungsvermögens, des Brechungsindex und schließlich des Amino- 
stickstoffs angeschlossen. 


Methodik. 


Als Nährflüssigkeit benutzte ich die von mir und Srmka beschriebene 
Placentanährbouillon Nr. 38 vom Anfangswert des py zwischen 7,8 bis 7,9. 
Sie wurde mit dem bereits erwähnten (vgl. I. Mitteilung) Wienerstamm 
„artha“ geimpft. 

Das Wachstum erfolgte in großen, nicht allzu breiten, 3 bis 4 Liter 
fassenden Kolben bei 37% Da Wert darauf gelegt wurde, die Untersuchungen 
innerhalb einer Versuchsreihe an einer und derselben Kulturflüssigkeit 
vorzunehmen, so wurde durch den Wattestópsel ein Glasróhrchen bis nahe 
an den Boden des Kolbens durchgeführt und an einen kurzen, abklemm- 
baren Gummischlauch angeschlossen. Mit Hilfe dieser Vorrichtung ließen 
sich während des Wachstums bequem kleine Kulturproben (bis höchstens 
l5 ccm) steril aushebern, ohne die sich reichlich an der Oberfläche der 
Nährflüssigkeit bildende Haut zu zerstören. Angesichts der großen Ge- 
samtmenge der Kultur wurde die durch die tägliche Entnahme kleiner 
Proben herbeigeführte Änderung der Toxinkonzentration vernachlässigt. 

Die Entnahme der Proben erfolgte genau alle 24 Stunden von der 
Zeit der Beimpfung gerechnet. Sie wurden sofort bis zu 0,5% mit 5% 
Carbol versetzt und zentrifugiert. An jeder Probe wurden — bei der voll- 
ständigen Versuchsreihe — folgende Bestimmungen durchgeführt: 

L Elektrometrische pp-Messung der nativen Proben, mit Hilfe der 
von Pauli angegebenen Apparatur, bei 20°. 

2. Analoge pa-Messung der mit konstanten Säure- bzw. Laugemengen 
versetzten Proben. 

3. Bestimmungen der spezifischen Leitfähigkeit (bei 20%) nativer und 
mit Säure bzw. Lauge versetzter Proben. ` 

4. Bestimmung des optischen Drehungsvermögens nativer Proben, 
ebenfalls bei 20°. 

5. Bestimmung des Brechungsvermögens nativer Proben mit dem 
Pulfrichschen Eintauchrefraktometer bei 20°. 

6. Bestimmung des Aminostickstoffs mittels Formoltitrierung nach 
Sorensen. 

1. Direkte (kleinste nekrosemachende Dosis) oder indirekte (Limes 
nekrosis) Giftwertbestimmung nach Römer am Meerschweinchen, sowohl 
nativer, als auch mit n/10 NaOH bis zu py 8,5 bis 8,8 alkalisch gemachter 
Proben. 


Ergebnisse. 


Um Raum zu sparen, sehe ich von der Wiedergabe zahlloser Ver- 
suchsprotokolle ab und gebe nur die fertigen Resultate tabellarisch 
und in Gestalt synoptischer Kurventafeln zusammengefaßt wieder. 

Wenn wir zunáchst die Reaktionsverháltnisse unserer Kultur ins 
Auge fassen, so sehen wir, daß das Anfangs-pu der Bouillon unter 
dem Einfluß des Bazillenwachstums zunächst während der ersten 
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24 Stunden sinkt (von 7,9 auf 7,2) im Sinne der von Spronck und auch 


Madsen beobachteten anfánglichen Sáuerung. 


Aber bereits vom 


zweiten Wachstumstage der Kultur beobachten wir einen deutlichen, 


stetigen Anstieg des po der Kulturflüssigkeit. 
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Synoptisché Kurventafel 1. 
a) Aminostickstoff in mg”, b) Brechungsindex, 
c) Drehungsvermóyen, di Absoluter Giftwert bei 
pp 88, e) aktueller Giftwert nativer Proben, 
D spezifische Leitfähigkeit der mit HCl versetzten 
Proben, g spezifische Leitfähigkeit nativer Proben, 
h) pg nativer Proben, i) py mit HCl versetzter 
Proben. 


doch nur bis zum siebenten Wachstumstage. 


Dieser erfolgt zuerst 
so rasch, daß bereits am vierten 
Wachstumstage die anfängliche 
Alkaleszenz der Bouillon über- 
schritten ist, dann wird er all- 
mählich langsamer, so daß die 
Pu-Kurveschließlicheinenasymp- 
totischen Charakter annimmt. 
Der höchste, bereits am neunten 
Wachstumstage erreichte Alka- 
leszenzgrad entspricht py 8,5. 
Wenn wir nun jede unserer 
Proben mit einer konstanten 
Menge n/10 HCl versetzen (in 
diesem Falle aus je 8ccm Kultur- 
flüssigkeit 3,2 ccm n/10 HCl) und 
wiederum die Wasserstoffionen- 
konzentration derartig verän- 
derter Proben bestimmen, so 
sehen wir, daß die auf diese 
Weise erhaltene pa-Kurve eine 
andere Gestalt besitzt. Zuerst 
kommt die am ersten Tage beob- 
achtete Säuerung der Kultur an 
den mit Säure versetzten Proben 
nicht zum Vorschein: die unbe- 
wachsene Bouillon bindet genau 
so viel Wasserstoffionen, wie die 
Kulturflússigkeit nach eintägigem 
Wachstum. Erst vom zweiten 
Kulturtage an sehen wir einen 
stetigen Anstieg des py, ungefähr 
der wachsenden Alkaleszenz der 
nativen Kultur entsprechend, je- 
In diesem Abschnitt der 


Kurve entspricht also das wachsende Säurebindungsvermögen der 


Kultur ihrer wachsenden Alkalinität. 


Vom siebenten Wachstumstage 


an sehen wir jedoch etwas ganz Merkwürdiges: Obgleich die Alkalinität 
der Kultur im weiteren, wenn auch langsamen Wachstum begriffen ist, 
sinkt plötzlich ihr Säurebindungsvermögen, die acht- bis neun- und 
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zehntägigen Kulturproben, 
mit denselben Sáuremengen 
versetzt, reagieren saurer 
als die vorangehenden. Es 
sieht das so aus, als ob die 
Kultur plótzlich an sáure- 
bindenden Gruppen ármer 
geworden wáre. 

Eine analoge Erschei- 
nung bezüglich der Alkali- 
bindung ließ sich in dieser 
Versuchsreihe nicht fest- 
stellen. Die mit 3,2 ccm 
n/10 Na O H auf je 8ccm der 
Kultur versetzten Proben 
ließen so gut wie keine 

Reaktionsschwankungen 
erkennen (pa, unabhängig 
vom Alter der Kultur, 
zwischen 9,6 bis 9,7). 

Ich hoffte nun, dieser 
plötzlichen Änderung des 
Säurebindungsvermögens 
der Kultur durch Messung 
der spezifischen Leitfähig- 
keit jeder nativen und auch 
mit Säure bzw. Lauge ver- 
setzten Probe näherzu- 
kommen. 

Was zuerst das Ver- 
halten der spezifischen Leit- 
fähigkeit (x) der nativen 
Kultur betrifft, so hat es 

‘sich gezeigt, daß bereits 
nach einem Wachstumstage 
eine erhebliche Steigerung 
der Leitfähigkeit feststell- 
bar ist, wonach ein weiterer, 
etwas verlangsamter Auf- 
stieg biszum vierten Kultur- 
tage stattfindet. Alsdann 
sinkt die Leitfähigkeit ganz 
plötzlich, um weiterhin, je- 


Tabelle 1. 
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doch ganz langsam, geradlinig anzusteigen. Die Kurve der spezifischen 
Leitfähigkeit hat somit keine Ähnlichkeit mit der Reaktionskurve, so 
daß die Änderung der Leitfähigkeit der Kultur während des Wachstums 
in keine einfachen Beziehungen zur Reaktionsänderung zu bringen ist. 

Ganz ähnlich verhält es sich mit der spezifischen Leitfähigkeit 
der mit Säure versetzten Proben. Auch hier haben wir gleich am 
ersten Tage einen erheblichen Anstieg, dann bis zum vierten Tage einen 
allmählichen Abfall und schließlich abermals einen leichten Anstieg 
der Kurve zu verzeichnen. Abermals sind keine Beziehungen zur 
Reaktionskurve aufzudecken, dafür zeigen die beiden Leitfähigkeits- 
kurven nicht unerhebliche Ähnlichkeit, was auch selbstverständlich 
erscheint. Die spezifische Leitfähigkeit der mit Lauge versetzten 
Proben hat ebenfalls einen ganz ähnlichen Verlauf. 

Wenn wir uns nun der Betrachtung des Giftwertes einzelner 
Kulturproben zuwenden (in dieser Versuchsreihe wurde nur der direkte 
Giftwert bestimmt), so sehen wir, daß meßbare Giftproduktion erst 
am zweiten Kulturtage, also 48 Stunden nach der Beimpfung, fest- 
zustellen ist. Während der Säuerungsperiode ist also keine Giftbildung 
wahrnehmbar. Alsdann findet jedoch ein rapider Anstieg des Gift- 
wertes der Kultur statt, welcher am siebenten Kulturtage sein Maximum 
erreicht. Der Verlauf dieses Teiles der Giftwertkurve der Kultur ist 
jedoch kein gerader, die Kurve läßt eine leichte Schweifung erkennen, 
zum Zeichen, daß der Anstieg des Gifttiters allmählich verlangsamt 
wird. Vom siebenten Wachstumstage zeigt nun die Kurve einen rapiden 
Abfall: Trotz des weiteren, wenn auch verlangsamten Kulturwachstums 
fällt ihr Gifttiter ganz erheblich ab. 

Dieser Verlauf der Giftkurve erinnert auffallend an das Verhalten 
des Säurebindungsvermögens der Kultur bzw. an den Verlauf der 
pan-Kurve der mit Säure versetzten Proben, zumal die beiden Erschei- 
nungen: der Abfall des Giftwertes und der Abfall des Säurebindungs- 
vermögens synchron auftreten. Wir wollen vorläufig noch keine weiter- 
gehenden Schlüsse aus dieser Ähnlichkeit ziehen, da sie nur äußerlich 
oder zufällig sein kann. Sie erscheint uns jedoch interessant genug, 
um vermerkt zu werden. | 

Das nähere Verständnis der Giftwertkurve erhellt nun aus folgen- 
den, experimentell gut gestützten Überlegungen. Sie ist als das Er- 
gebnis dreier Faktoren aufzufassen: 

1. Der wachsenden Toxinbildung durch die in Vermehrung be- 
griffenen Bazillen, 2. der Beeinflussung der von den Bazillen sezer- 
nierten Toxinmoleküle durch die sich gleichzeitig verändernde Reaktion 
der Kulturflüssigkeit, 3. des autolytischen Zerfalls der Giftmoleküle, 
welche bekanntlich gerade bei alkalischer Reaktion und der Brutofen- 
temperatur durch weitgehende Unbeständigkeit ausgezeichnet sind. 
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In den ersten Wachstumstagen der Kultur wird einerseits das Gift 
rasch und in großen Mengen von den Bazillen sezerniert, andererseits 
aber auch durch die wachsende Alkaleszenz der Kulturflissigkeit — 
im Sinne der in der vorangehenden Mitteilung gemachten Erfahrungen — 
immer wirksamer gemacht. Diese zwei Faktoren bedingen den rapiden 
Anstieg der Giftwertkurve. Mit der Zeit jedoch wird das Gift in immer 
geringerem Maße neu gebildet und die Reaktion der Kulturflüssigkeit 
nähert sich dem Reaktionsoptimum des Diphtherietoxins, weshalb 
auch die ‚Aktivierung‘ des früher bei niedrigeren 'p,; gebildeten und 
daher damals nicht zur völligen Wirkung gelangenden Toxins ver- 
langsamt wird. Infolgedessen gewinnt nun der dritte Faktor — der 
autolytische Zerfall des Toxinmoleküls — die Oberhand und bewirkt 
zuerst die Schweifung, dann einen plötzlichen Abfall der Giftwertkurve. 

Die Richtigkeit dieser Auffassung zeigt uns folgende Versuchs- 
anordnung: Die nativen Kulturproben, welche zuerst bei der nativen, 
spontan erreichten und daher mit jedem Tage wechselnden Reaktion 
ausgewertet wurden, wurden nun bis zur optimalen Reaktion (py 8,8) 
mit Natronlauge versetzt und zum zweitenmal ausgewertet. Das 
Resultat dieser zweiten Auswertung zeigt uns die zweite Giftwert- 
kurve der synoptischen Tafel 1. (d) Es zeigte sich, daß bereits die vier- 
tägige Kulturprobe ebenso wirksam war wie das früher maximal wirk- 
same siebentägige Toxin. Damit wurde aber noch nicht das Maximum 
der Giftigkeit erreicht. Dieses zeigte sich erst am fünften Kulturtage 
und überschritt sehr wesentlich das spontane, erst am siebenten Kultur- 
tage auftretende Giftwertmaximum. Von da an ist auch diese korrigierte 
Kurve im jähen Abfall begriffen, zum Zeichen der stark einsetzenden 
Autolyse. 

Man sieht daraus, daß das Diphtherietoxin seiner Hauptmenge 
nach viel früher gebildet wird, als dies die Auswertung unveränderter 
Kulturproben anzuzeigen befähigt ist. Die Differenz betrug in unserem 
Falle 2 Tage. Der Anstieg des Gifttiters während dieser Zeit kann 
also nur auf die Aktivierung des bereits gebildeten Toxins durch die 
wachsende Alkaleszenz bezogen werden. Daraus ergibt sich eine prak- 
tisch wichtige Vorsichtsmaßregel bei der Gewinnung des Diphtherie- 
toxins: Will man eine maximale Ausbeute an Diphtherietoxin aus 
einer Kultur gewinnen, so ist das Wachstum der Kultur früher, als dies 
dem maximalen Giftwert der unveränderten Kultur entsprechen würde, 
abzubrechen. Das so gewonnene Kulturfiltrat kann dann in seiner 
Giftigkeit durch optimale Alkalizugabe optimal gesteigert werden. 

Das Drehungsvermögen der wachsenden Diphtheriebazillenkultur 
verändert sich ebenfalls. Unsere unbewachsene Nährbouillon drehte 
die Polarisationsebene nach rechts. Unter dem Einfluß des Bazillen- 
wachstums fiel diese Rechtsdrehung zuerst langsam, dann rapid ab, 
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um ungefähr vom Zeitpunkt des absoluten Toxinmaximums (fünfter Tag) 
wiederum, jedoch langsam, anzusteigen. 


Die Kurve des Brechungsindex ließ in unserem Versuche zwei 
Wendepunkte erkennen. Nach anfänglicher Schwankung fiel sie zuerst 
langsam bis zum siebenten Tage ab, um dann ziemlich rasch wieder 
anzusteigen. 


Umgekehrt die Kurve des Aminostickstoffs: Nach anfänglichem 
Anstieg (ersten Tag) beobachten wir eine beträchtliche Depression 
bereits am zweiten Wachstumstage, wonach ein zuerst rascher, dann 
verlangsamter Anstieg stattfindet. Am siebenten Tage haben wir auch 
hier einen deutlichen Wendepunkt. Die Kurve fällt hier ganz ähnlich 
wie die des Säurebindungsvermögens. 


Zusammenfassend wollen wir die sich aus unserem Versuche er- 
gebende Beobachtung registrieren, daß das Maximum der aktueller 
Giftwertkurve mit dem Maximum der Säurebindung, Minimum des 
Brechungsindex und Maximum des Aminostickstoffs zusammenfällt, 
daß dagegen das Minimum des Drehungsvermögens und das Minimum 
der Leitfähigkeit zur Zeit des maximalen absoluten Giftwertes der 
Kultur festzustellen ist. Weitere Versuche müssen zeigen, ob diese 
Beobachtung als eine regelmäßig auftretende Tatsache aufzufassen ist. 





















































Tabelle II 
5 ER Reaktion der mit E Saxo | Reaktion der mit Lauge f 5 E E 
B gy MAKUO netas Froben i a Kae: | o Eë OT 
et Sch I | | ccm n/10 H Cl | leem n]10 NaOH ¡9 O T 
-i E a EE eebe RRC ME ka 
Eë E e 3 se TE | u | 818882 
z En xr H e I PH el | PH 2195 3 
DE a T- ck a e neun LE d e E E 
| = | 

0 ¡0,7391 ¡ 7,8399 | 7,8 | ams! A 2737 | 43, 0,8662 | 0,9260 9200 199, 

1 1 0,7293 | 7,6730 | 7,7 | 0,5337 ' 4,3064 | 4,3 ' 0,8457 | 9,6764 

2 1 0,7328 | 7,7332 | 7,7, 0,5532 ' 4,6420 | 4,6. 0,8498 | 9,7469 

3 0,7568 ¡ 8,1463 | 8,1 0, 5904 | 5,2823 | 5,3 0, 8404 | 9,5852 

4 | 0,7685 | | 8,3476 | SCH 0,6377 ` 6.0964 61' 0,8361 | | 9,5112 | 

5 0,7726 8,4217 18,4 | 0,6683 | 6,6230 | 6,6 ` 0,8342 | 9,4785 SCH 32,2| — 

6 | 0,7752 ` 8,4630 | 8,5 ' 0,6562 | 6,4148 | 64 0,8384 | 9,5508 96. 32,2 — 

7:1 0,7799 8,5094 | 8,5 | 0,6499 6,3064 | 6,3. 8,8421 ` 9,6144 96 ‘30,3 — 

9 0,7769 | 8,4926 | 8,5 | 0,6458 | 6,2358 | CH 0,8492 | 9.7366 | 9,7 "30.3 -— 





Die zweite Versuchsreihe konnte nicht mehr so vollständig durch- 
geführt werdén. Sie ist jedoch deswegen interessant, weil wir hier 
nicht den direkten, sondern den indirekten Giftwert der im Wachsen 
begriffenen Kultur bestimmt haben. Die Resultate sind am besten 
aus der synoptischen Kurventafel zu entnehmen. Zuerst sieht man, 
daß die Reaktion der Kultur ganz analog der ersten Versuchsreihe 
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verändert wird: zuerst Abfall des pg, dann stetiger, zuerst rascher, 
dann langsamer und schließlich asymptotischer Anstieg. Ganz ähnlich 
ist auch das Verhalten des Säurebindungsvermögens. Der Wendepunkt 
ist hier bereits am fünften Tage zu verzeichnen. Aber auch das Lauge- 
bindungsvermögen zeigt hier analoges Verhalten. Auf Zusatz kon- 
stanter Laugemengen zu jeder Kulturprobe sehen wir zuerst einen 
leichten Abfall des pm, obgleich die Alka- 
leszenz der nativen Proben im Wachsen be- 
griffen ist, dann — vom fünften Wachstums- 
tage an — einen Anstieg: zuerst geht das 
Wachstum mit einem Verbrauch der lauge- 
bindenden Gruppen, dann mit einer Ver- 
mehrung derselben einher. Diese Verhältnisse 
kommen in dieser Versuchsreihe deutlicher 
als in der vorausgehenden zum Ausdruck, 
weil offenbar die vorliegende Nährflüssigkeit 
ein geringeres Pufferungsvermögen besaß. g 

Die Kurve des nativen (aktuellen) in- 
direkten Giftwertes zeigt hier ein ebenfalls 3 
analoges Verhalten. Nur war das Maximum 
des Giftwertes bereits früher, am vierten 4 
Tage, erreicht, wonach ein stetiger Abfall 
erfolge. Waren die Proben bis py 8,5 mit 
Na0H versetzt, so zeigten sie bereits einen 
Tag früher (dritter Tag) ein Maximum. Wir °’ 
sehen somit, daß nicht nur der direkte Gift- 
wert, sondern auch das Antitoxinbindungs- 
vermögen des in Bildung begriffenen Toxins 
durch die früher besprochenen drei Faktoren 
bestimmt wird. 

Mit Rücksicht auf die in der ersten 
Mitteilung dargelegten Erfahrungen über das "6 
Auftreten eines toxinhaltigen Niederschlages De f 
in den mit Säure versetzten Toxinproben A e ind. b) aktueller ind 
habe ich in den beiden Versuchsreihen auch Giftwert. c) py der nativen Proben, 
das Auftreten desselben verfolgt. Es zeigte SS ee? Eege ee m 
sich in übereinstimmender Weise, daß der 
Niederschlag in den bis zu pn 5 gesäuerten Kulturproben parallel 
mit dem Auftreten der Giftigkeit nachweisbar war, während die un- 
bewachsene Bouillon diese Eigenschaft nicht besaß. Mit dem Sinken 
des Giftwertes verminderte sich jedoch die Niederschlagsbildung nicht, 
im Gegenteil, sie war mit dem wachsenden Alter der Kultur immer 
ausgiebiger. 
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Tabelle III. 
(Kultur mit Traubenzucker.) 

















Alter der een ER 
Bau: | m | PH PH rund 
| 
0 i 0,7364 7,7952 | 7,8 
1 0,6953 7.0878 ` 7,1 
2 | 0,5977 5,4080 | 5,4 
3 | 0,6802 6,1068 | 5,1 
4 "0,6757 6,0292 | 5,0 
5 | 0,5762 5,0379 5,0 
6 | 0,5745 5,0086 | 5.0 
7 "0,5762 6,0379 5,0 
9 I 0,5762 ' 50379 ` 5,0 


Schließlich wurde auch ein Versuch an mit Traubenzucker ver- 
setzter Nährbouillon durchgeführt. Wie die Tabelle III es zeigt, war 
die Reaktion der Kultur bereits am zweiten Tage deutlich sauer 
(pu = 5,4), um am vierten Tage den Endpunkt (pa = 5) zu erreichen. 
Bei pa = 5 hörte das Wachstum auf. Von Toxinproduktion war hier 
keine Spur. Auch alkalisierte Kulturproben ließen keine Giftwirkung 
erkennen. 


Zusammenfassung. 

1. An im Wachstum begriffenen Diphtheriebazillenbouillonkulturen 
wurden vom ersten Wachstumstage an tägliche fortlaufende Bestim- 
mungen des direkten und indirekten Giftwertes, der Wasserstoffionen- 
konzentration, der Leitfähigkeit, des Drehungsvermögens, des 
Brechungsvermögens und des Aminostickstoffs durchgeführt. 

2. Der „aktuelle“ Giftwert der Kultur, d. h. derjenige Giftwert, welcher 
zu gegebener Zeit bei der spontan erreichten Reaktion der Kultur nach- 
zuweisen ist, ist als eine Resultante dreier Faktoren aufzufassen. Diese 
Faktoren sind: 1. Toxinneubildung, 2. Aktivierung der Toxınmoleküle 
durch die wachsende Alkalität der Kultur, 3. Autolyse der Toxinteilchen. 

3. Neben dem „aktuellen“ Giftwert der Kultur ist der „absolute“ 
Giftwert zu unterscheiden. Dieser läßt sich erst durch Alkalisierung der 
Kultur bis zu der für die Dissoziation des Toxins optimalen Wasserstoff- 
tonenkonzentration (pa = 8,6 bis 8,8) nachweisen. 





Untersuchungen über die 
Eiweiß-Cholesterinfraktionen der Sera der progressiven 
Paralytiker im Hinblick auf die Wassermannreaktion. 


Von 
Ennio Rizzatti. 


(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium ,,Lazzaro Spallanzani‘‘ des 
psychiatrischen Instituts zu Reggio-Emilia.) 


(Aus dem Institut für gerichtliche Medizin in Parma.) 
(Eingegangen am 26. Februar 1923.) 


Der chemische, physikalisch-chemische oder biologische Mechanismus 
der Erscheinung, daß ein positives Wassermannsches Serum in einem 
hämolytischen System beim Zusatz von einem alkoholischen Extrakt 
aus animalischem Organ keine Hämolyse zeigt, ist immer noch Gegen- 
stand der Forschung und noch weit davon entfernt, genau erklärt zu 
sein. Die zurzeit vorherrschende Auffassung ist die, daß im Blute der 
Syphilitiker gewisse veränderliche Komponenten des Serums infolge 
des besonderen Stoffwechsels dieser Kranken spezielle Modifikationen 
erlitten haben; infolgedessen würden sie beim Zusatz eines lipoiden 
Organextraktes — des sogenannten Antigens — seinen Dispersitätsgrad 
in der Flüssigkeit vermindern und seine Flockung begünstigen, die in 
der Wassermannschen Reaktion ein Außertätigkeittreten des Kom- 
plements und ein Ausbleiben der Hämolyse bewirken, in den anderen 
Präzipitationsreaktionen (Reinicke, Sachs-Georgi u. a.) aber Trübung 
der Flüssigkeit infolge der Flockung von Globulin (Epstein und Paul, 
Niederhoff u. a.) (1,2). Also es würde sich nicht mehr um eine 
spezifische Reaktion zwischen einem syphilitischen Antikörper des 
Serums und seinem Antigen, sondern lediglich eine spezielle anti- 
dispersische Wirkung des Serums der Syphilitiker handeln gegen 
Emulsionen von Lipoiden, die in den Organextrakten der bekannten 
Serumdiagnosen der Syphilis enthalten sind und welche man aus 
Trägheit noch immer Antigene nennt. 

Die Zahl der experimentellen und theoretischen Arbeiten über 
diese Vorgänge ist in den letzten Jahren stark angewachsen. Deshalb 
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findet sich der Forscher, der sich orientieren will, nur schwerlich im 
ihnen zurecht, vor allem wegen der Widersprüche, denen er in den 
von den einzelnen Verfassern erhaltenen Daten begegnet. Jedoch, 
wenn auch die bedeutendsten Forscher auf dem Gebiete, wie ich oben 
bemerkt habe, zurzeit zu einer physikalisch-chemischen Erklärung 
solcher Phänomene hinneigen: der Schlüssel zu ihrem Mechanismus 
ist noch lange nicht gefunden. Es gibt Forscher, die annehmen, daß 
in den Sera der Syphilitiker eine besondere Substanz enthalten sei, 
die sogenannte ,Wassermannsche Substanz“, die Wassermann selbst 
aus den Sera gewann und isolierte (3). 

Wassermann, der eine Reinickesche Reaktion benutzte, ver- 
dünnte die Mischung Syphilitikerserum — Antigen, bis er einen Nieder- 
schlag erhielt, und fand, daß dieser, gut gewaschen und wieder in 
physiologische Lösung gebracht, noch fähig war, bei Zusatz von Kom- 
. plement und hämolytischem System die Wassermannsche Reaktion 
zu zeigen. Diese Mengung, das sogenannte ,, Wassermannsche Aggregat‘, 
bildete also das spezifische Element der Reaktion, jenes, das nach 
Wassermann selbst unerläßlich ist für die Erzielung jeglicher Serum- 
diagnose der Syphilis, die auf den Reaktionen zwischen Sera und 
lipoiden Antigenen beruht, wie in den Reaktionen Reinickes und Sachs- 
Georgis. Das Interessante ist, daß es Wassermann gelungen ist, das so 
erhaltene Aggregat in seine Komponenten zu teilen: nämlich in eine 
Portion, die in Alkohol löslich ist und demnach lipoiden Charakter 
hat, und in eine andere, die in Wasser löslich ist und demnach 
Eiweißcharakter hat. | 

Diese letztere ist die wahre in den syphilitischen Sera enthaltene 
Wassermannsche Substanz; denn sie allein kann nach Bindung mit 
einem neuen Antigen die Reaktion hervorrufen, während die andere 
lipoide Substanz vom Antigen herkommt, woraus Wassermann schließt, 
daß in den positiven Sera eine Eiweißsubstanz ist — die Wassermann- 
sche Substanz —, welche die Eigentümlichkeit hat, die Lipoide des 
Antigens zu binden, indem sie mit ihnen ein Aggregat bildet, das das 
Komplement zu binden vermag. Damit gibt Wassermann seiner Sub- 
stanz den Charakter eines wahren Antikörpers, der Ambozeptoren 
enthält für die Lipoide menschlicher oder tierischer Zellen. Gleich- 
zeitig mit diesen interessanten Forschungen Wassermanns wurden 
andere angestellt, um das wirkliche Vorhandensein einer speziellen 
Substanz in den positiven Sera zu beweisen und die Natur der zwischen 
Antigenen und Sera in den Flockungsreaktionen gebildeten Aggregate 
zu bestimmen. Nach Forssmann (4), der zum Teil Wassermann in 
seinen chemischen Analysen vorangegangen ist, enthält die Wasser- 
mannsche Substanz kein Eiweiß und ist auch kein Globulin, spezifischer 
gesprochen, wie so viele andere Forscher annehmen möchten; sie wäre 
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nelmehr lipoider Natur und folgt in ihren Trennungsprozessen — 
Dialyse, Präzipitation usw. — den Globulinen. Daß den Globulinen 
ein wichtiger und, nach der Ansicht nicht weniger, der ausschließliche 
Teil der Bildung der Wassermannschen Substanz zufällt, scheint nach 
verschiedenen Untersuchungen bewiesen zu sein. Ich möchte von 
diesen diejenigen, die mir die unter den neueren erschöpfendsten zu 
sein scheinen, hervorheben, nämlich die Arbeiten Kapsembergs (5), 
der mit seinen Methoden versucht hat, in den Sera die eigentlichen 
Eiweißfraktionen und die Globulinfraktionen zu trennen (durch Dialyse, 
Präzipitation mit Magnesiumsulfat und Präzipitation mit Ammonium- 
sulfat), und er kommt zu dem Schluß, daß nur die von den positiven 
Sera isolierten Globuline auch für sich allein die positive Reaktion 
ergeben, während jene der negativen Sera, in denselben Proportionen, 
negativ reagieren: und die Eiweißfraktionen sowohl der positiven . 
wie auch der negativen Sera reagieren, natürlich nach gründlicher 
Entfernung der Globuline, immer negativ. 

Schon Bauer und Hirsch, Elias, Neubauer, Schmidt, Müller und 
Hough, Landsteiner, Porges und Salomon, Sachs, Altmann und Hübsch- 
mann stellten die Hypothese auf, daß in den Wassermannschen Reak- 
tionen spezielle Globuline der Sera eine vorwiegende Rolle spielten. 
Es könnte demnach scheinen, daß der Träger der Reaktion in den Sera 
eng zusammenhinge mit den in ihnen gebundenen Globulinen. 

Die Frage, die sich jetzt stellt, ist die: zu sehen, ob genannte 
Globuline in ihrer Molekülkonstitution eine solche Veränderung er-. 
litten haben, daß sie sich von denen der gewöhnlichen Sera unter- 
scheiden und also spezifisch für syphilitische Sera werden, oder ob sie 
sich in anderer Weise durch Adsorbieren einer anderen Substanz ver- 
ändert haben. 

Neue Reaktionen, die vorgeschlagen wurden, um festzustellen, ob 
wirklich spezielle Globuline in den Sera der Syphilitiker vorhanden sind, 
und die zusammen an Stelle der komplizierten Wassermannreaktion 
angewandt werden könnten, haben einige bemerkenswerte Resultate 
ergeben, die jedoch bisher mehr theoretischen als praktischen Wert 
haben (Reaktion Brucks mit Salpetersäure, Reaktion Klausners mit 
destilliertem Wasser). Besondere Bedeutung haben auf diesem Gebiete, 
wie mir scheint, die neuen Forschungen von Fabinyi (6) in den Sera 
der syphilitischen (progressive Paralytiker) und nicht syphilitischen 
Geisteskranken. Indem er die genannten Sera verdünnte und sie mit 
Lösungen von Ammoniumsulfat behandelte, fand er, daß in denen 
der Syphilitiker die Globuline eine größere Labilität zeigten, indem 
ge von den am meisten verdünnten Salzfraktionen ausgefällt werden 
idie unterste Fällungsgrenze der genannten, 20mal verdünnten Sera 
liegt bei einer Konzentration von 28 bis 29%, Ammoniumsulfat, während 


46 E. Rizzatti: 


sie in den Sera der Nichtsyphilitiker von 31 % an aufwärts liegt). Diese 
Labilität gegenüber dem Fállungsmittel — das, wie es scheint, auch 
fúr eine spezifische Reaktion angewandt werden kónnte — zeigt wieder, 
daB die Globuline der syphilitischen Sera einen ganz besonderen Cha- 
rakter haben. Wenn die Globuline selbst keine spezifischen Eigen- 
schaften aufweisen (wie Forssmann annimmt und Wassermann in 
Hinblick auf seine Substanz glaubt, wie auch Kapsemberg zu glauben 
hinneigt), sondern andere mit ihnen gebundene oder von ihnen adsor- 
bierte Substanzen, dann ist die jetzt gestellte Aufgabe, um das Vor- 
handensein der Spezifität der positiven Sera genau zu ergründen, 
folgende: nachzuforschen, ob diese anderen Substanzen wirklich 
existieren und was das für Substanzen sind. Ein Orientierungsmittel 
für die Untersuchung solcher Substanzen bot sich aus den Ver- 
.hältnissen, welche aus verschiedenen experimentellen und analytischen 
Daten hervorzugehen schienen, zwischen gewisse im Serum enthaltene 
Lipoide und der Wassermannreaktion. 

Seit 1908, bald nachdem die Entdeckung Wassermanns sich sieg- 
reich in der medizinischen Praxis durchgesetzt hatte, begann Pigkin: 
eine Reihe von Untersuchungen über die Bestandteile der hierbei 
reagierenden Flüssigkeiten und setzte sie mit seinen Mitarbeitern 
Carbone und XNizzi bis zum Jahre 1914 fort, wobei er folgende Tat- 
sachen feststellte: 

a) Cholesterin bei Nichtvorhandensein von Kolloiden übt eine 
gesonderte Schutzwirkung aus auf die Blutkörperchen gegenüber 
hämolytisch wirkenden Körpern, wie Lecithin oder spezifische Sera 
(Pighint 1908) (7). 

b) In der Cerebrospinalflüssigkeit der Geisteskranken, die Ver- 
änderungen des Zentralnervensystems aufweisen, befindet sich eine 
bemerkenswerte Menge von Cholesterin; diese Menge ist größer in 
jenen Fällen (progressive Paralysis), die die Wassermannsche Reaktion 
zeigen (Pighin: 1909) (8, 9). 

c) Das Leberantigen von syphilitischem Fötus, zur Anwendung 
gebracht in der Wassermannreaktion, enthält eine Menge von Chol- 
esterin, die 10- bis l5mal größer ist als die Leber von normalem Fötus 
(Pighini 1909) (10). 

d) Bei einigen Geisteskrankheiten, wie manischer depressiven 
Frenosis, Alkoholismus und progressiver Paralvsis ist die Menge von 
Cholesterin und Oxvcholesterin im Serum vergrößert: es besteht 
jedoch keine Beziehung zwischen der Gesamtquantität von Cholesterin 
in den Sera und der Wassermannreaktion. Der Wert des Cholesterins 
im Hinblick auf diese Reaktion liegt vielmehr in seinen physikalisch- 
chemischen Gleichgewichtsbeziehungen, die es zum Lecithin in den 
Sera der Svphilitiker und der Paralvtiker hat. Indem Pighini auf 
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der Tatsache, daß in den Sera der Paralvtiker das Lecithin vermehrt 
ist (Börnstein, Kauffmann, Peritz). und auf der begründeten Annahme, 
daß es in ihnen mit dem syphilitischen Toxin toxolecithinische Men- 
gungen bildet, fußt, meint er, daß das physikalisch-chemische Gleich- 
gewicht Lecithin-Cholesterin in jenen Sera verändert wäre, weshalb 
ein Teil des freien Cholesterins aktiv würde und mithelfen könnte, 
jenen Sera eine intensivere antihämolytische Sonderwirkung zu über- 
tragen (Pighins 1911) (11). Diese Hypothese gründete sich auf die 
vorher von Walbum ausgesprochene Erkenntnis der Fähigkeit, die die 
Hydroxylgruppe des freien Cholesterins hat, bestimmte Toxine und die 
spezifischen Hämolyten zu binden und auf die von Liefmann und Cohn 
aufgezeigte Tatsache, daß genannte Substanz eine paralysierende 
Wirkung auf einen der beiden Teile ausübt, die das Komplement zu- 
sammensetzen, nämlich auf die euglobulinische Fraktion (Mittelstück). 

e) Die Verletzung und das in der Gehirnsubstanz bei Kaninchen 
und Hunden hervorgerufene Durcheinander erzeugt in ihrem Blute 
derartige Modifikationen, daß sie für die Wassermannreaktion positiv 
werden, eine Tatsache, die in Beziehung gebracht wurde mit der Kreis- 
erscheinung von lipoiden Substanzen (Cholesterin ?), die dem Serum 
jene!) speziellen Eigentümlichkeiten übertragen (Nizzi 1910) (13). 

f) Die negativen Sera können positiv werden bei Hinzufügen von 
kleinsten Quantitäten kolloider Suspension von Cholesterin (Carbone 
und Nizzs 1913) (14). 

g) Das Antigen erhöht die antihämolytische Fähigkeit des Cho- 
lesterins (Carbone und Nizzi 1913) (15). 

h) Im Serum können cholesterinisch-globulinische Gemische vor- 
handen sein, die Beziehung zu der Wassermannschen Reaktion haben; 
denn in den Sera der progressiven Paralytiker wurde nach Trennung 
der beiden Fraktionen, der Eiweiß- und der Globulinbestandteile, nur 
in dieser letzten Fraktion mit Alkohol Cholesterin isoliert, das sich 
in der entsprechenden Fraktion der negativen Wassermannschen Sera 
nicht fand (Carbone und Nizzi) (14). 


Aus diesen Untersuchungen ging also hervor, daß in dem kom- 
pizierten Spiele der Wassermannschen Reaktion das Cholesterin der 
Cerebrospinal-Flüssigkeiten oder der Sera eine nicht unbedeutende Rolle 
spielen mußte, entweder wegen seines Überschusses in aktiver Form 
ifreies Cholesterin) oder wegen seiner veränderten Beziehungen zu den 


1) 2 Jahre später berichteten Bittorf und Schidorscky (16) von analogen 
Untersuchungen bei Meerschweinchen, denen sie das Gehirn und die Leber 
verletzten, indem: sie so in den Sera das Erscheinen der Wassermannreaktion 
erhielten, ohne übrigens die Arbeit Nizzis zu erwähnen, die völlig bestätigt 
wurde. 
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Phosphatiden des Blutes, oder wegen seiner speziellen Bindungen mit 
den Globulinen. Sie blieben in dem Wust der Arbeiten zum Teil falsch 
verstanden, zum Teil unbeachtet; die neuen Beobachtungen scheinen 
jedoch wieder größere Bedeutung zu erlangen, da heute mehr als je 
die Auffassung sich geltend macht, daß die fragliche Reaktion nicht 
anzusehen sei als basiert auf immunitäre Phänomene im Sinne von 
Bordet und Gengou, sondern daß in den Sera nicht-spezifische Sub- 
stanzen mitspielten, unter welchen das freie Cholesterin und die Glo- 
buline in Betracht gezogen werden müssen. 

Ich habe oben die Arbeiten erwähnt, die die Wichtigkeit der 
Globuline dartun. Ich möchte jetzt an die Resultate der Arbeiten 
über die Cholesterine erinnern. Diese Untersuchungen wurden von 
Anfang an schlecht gehandhabt. Wenn Pighini von Cholesterin- 
vermehrung in den positiven Cerebrospinal- Flüssigkeiten und von 
Einwirkung des Cholesterins auf die Sera sprach, dann bezog es sich 
immer auf das aktive Cholesterin, auf nicht esterifizierten Alkohol, 
der also seine freie Hydroxylgruppe hat und dem Walbum (17) die 
größte antitoxische und antihämolytische Kraft zugeschrieben hatte. 
Ferner konnten seine analytischen Daten wegen der chemischen Identi- 
fikationsmethode des Cholestérins, das in kristallischem Zustande 
gewogen wurde, keinen absoluten Wert haben, infolge der unvermeid- 
lichen Verluste von Substanz, die mit der Methode selbst zusammen- 
hängen. (Die kolorimetrische Methode und die Fällungsmethode mit 
Digitonin wurden nachher entdeckt: weshalb jene Daten, unter- 
einander verglichen, nur relativen oder orientierenden Wert hatten.) 
Indessen wollten einige Forscher sie als absolute Werte interpretieren, 
in dem Sinne, daß der größte Prozentsatz Gesamtcholesterin in den 
Sera sie positiv mache für die Wassermannreaktion. Und so erklären 
sich die leichten Einwände, die neulich von Margot Rothenberger- 
Nathan (18) gegen diese Ansichten erhoben wurden, welche das Gesamt- 
cholesterin in den Sera bestimmte und dabei keine Beziehung zu seiner 
Aktivität wenigstens in der Wassermannreaktion fand, und von Cray 
und Williams (19), die in den Kaninchen eine künstliche Cholesterin- 
hämie durch reichliche Ernährung mit Cholesterin hervorriefen und 
fanden, daß sich keine Parallele zu der Wassermannreaktion in ihren 
Sera feststellen ließ. Im Gegensatz zu einigen anderen Forschern, 
wie Roehmann (20) und vor kürzerer Zeit Henes (21), hatte Pighinı 
in seinem Werke von 1912 richtig die Cholesterinhämien von den 
Wassermann-positiven Eigenschaften der Sera unterschieden.. Be- 
stätigen würden indessen die Ansichten Pighinis und seiner Mitarbeiter 
die Daten Schultz’ (23), Dörrs (zitiert von Kauders) (22) und die 
jüngsten Angaben Knudsons, Ordways und Fergussons (24), die uns 
keine quantitative Veränderung des Cholesterins in den nach der 
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Wassermannreaktion positiven Sera angaben, sondern nur ein in ihnen 
wechselndes Verhältnis des freien zum esterifizierten Cholesterin; in 
den Wassermann-positiven Sera, und nur in ihnen, würde sich das 
freie Cholesterin in einer bemerkenswert größeren Menge, im Verhältnis 
zur Gesamtmenge, vorfinden, als in den negativen Sera. Die ameri- 
kanischen Autoren, welche die gründliche Methode Bloors und Knud- 
sons (25) angewandt haben, finden eine entsprechende Verminderung 
der Ester und eine Vermehrung des freien Cholesterins in den durch 
Einführung von Spirochäten positiv gemachten Kaninchen. 

Diese Resultate sind durchaus bezeichnend, denn in keiner anderen 
unter diesem Gesichtspunkt geprüften Krankheit hat sich bisher eine 
ähnliche Veränderung in dem Verhältnis zwischen freiem und ge- 
bundenem Cholesterin in den Sera gefunden. Das bestätigt immer 
mehr die Auffassung, daß das Cholesterin in seinem Zustande höchster 
hydrolytischer Aktivität wirksam am Wassermannschen Phänomen in 
den Sera teilnimmt. 

Immerhin ist die Frage in ihrer Gesamtheit noch weit entfernt 
von ihrer Lösung, und wenn ich die Reihe der aus dem hiesigen 
Institut hervorgegangenen Arbeiten wieder aufnahm, so habe ich 
spezieller dabei verweflen wollen, die Beziehungen des in den Sera 
enthaltenen Cholesterins zu deren verschiedenen Fraktionen zu unter- 
suchen. Ich wurde zu den Untersuchungen von Carbone und Nizzi 
angeregt, indem ich den von ihnen ausgedrückten Wunsch aufnahm, 
ein anderer möchte ihre Arbeiten auf breiterer Grundlage und mit 
geeigneteren Methoden durchführen. Sie erklärten ausdrücklich, 
daß sie sich in ihrer Arbeit auf rein qualitative Proben beschränkt 
hätten, mit der einzigen Absicht, sich zu orientieren, um nachher 
ihre Arbeit mit einer für eine gründliche quantitative Untersuchung 
geeignetere Technik aufnehmen zu können. Diese letztere Aufgabe 
habe ich mir gestellt, und von ihr möchte ich in diesen ersten analy- 
üschen Proben Mitteilung machen. 

Carbone und Nizzi experimentierten mit neun Sera — von denen 
fünf progressiven Paralytikern, vier anderen Krankheiten zugehörten — 
und sie teilten sie in die beiden Fraktionen Eiweiß und Globulin, 
indem sie die Globuline mit gleichen Teilen saurer Ammoniumsulfat- 
lösung fällten. Sie erhielten so fünf Fraktionen: zwei Eiweiß- und 
drei Globulinfraktionen. Nachdem sie das Serum (von 5 bis 15 ccm) 
mit Ammoniumsulfat behandelt und 12 Stunden stehen gelassen 
hatten, bis sich ein Bodensatz gebildet hatte, zentrifugierten sie 
die Mischung und pipettierten die überstehende Flüssigkeit, die sie 
mit Äther extrahierten, und erhielten so eine erste Fraktion, mit 
deren Rückstand sie nach Verseifung die Liebermannsche Reaktion 
anstellten (Fraktion A). Die wässerige Flüssigkeit wurde nach der 
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ätherischen Extraktion verseift, und nochmals mit Äther extrahiert, 
was die Fraktion B bildet. Der mit der Zentrifugierung erhaltene 
globulinische Bodensatz wurde zunächst mit neuem Ammoniumsulfat, 
hernach zweimal mit 85proz. Alkohol, dann einmal mit absolutem 
Alkohol gewaschen. Die alkoholischen Flüssigkeiten, vereinigt und 
abgedampft, bildeten die Fraktion C. Der so gewaschene Bodensatz 
wurde in Benzol verseift, darauf stehen gelassen und in zwei Teile 
geteilt: den dekantierten Teil, der, gewaschen und abgedampft, die 
Fraktion D gab; den ungelósten Teil, der “sich in NaOH-Lösung 
löste und in Äther extrahiert die Fraktion E ergab. In den Rück- 
ständen dieser fünf Fraktionen wurde das Cholesterin qualitativ mit 
der Liebermannschen Reaktion gesucht. 

Die von mir für die Untersuchung der Cholesterindosis angewandte 
Technik war ein wenig anders als die von Nizzi und Carbone, die die 
vierte Fraktion D abschafften, da ja das Benzol in der Extraktion 
nicht verwandt wurde. 

Die übrigen vier Fraktionen wurden nach den günstigsten Metho- 
den, die wir beschreiben werden, mit 200 g Chloroform extrahiert, und 
hernach wurde kolorimetrisch die Mengenbestimmung des Cholesterins 
vorgenommen. 0 

Eiweißfraktion. 

10 cem. Serum, das keine Hämolysenprodukte enthielt, wurde 
eine gleiche Menge gesättigter Ammoniumsulfatlösung zugefügt; nach 
gründlicher Durchmischung wurde die Flüssigkeit 12 Stunden und 
mehr sich selbst überlassen, darauf filtriert. Das Filtrat wurde mit 
der gleichen Menge Äthers extrahiert (jedesmal 5 Minuten). Die beiden 
Fraktionen: die Äther- (a) und die Wasserfraktion (b) wurden hierauf 
getrennt. Die Ätherfraktion wurde bei gelinder Temperatur abgedampft 
und der Rückstand mit Natron- oder Kalilauge (25proz.) verseift, 
hieraus das Cholesterin mit 200 eem Chloroform in sechs Portionen 
(50, 30, 30, 30, 30, 30) extrahiert. l 


Globulinfraktion. 

Der Filtrationsrückstand wurde zweimal mit 85proz. Alkohol 
gewaschen, wobei man jedesmal zentrifugiert, um die Globulinfraktion 
abzutrennen, was vorzüglich gelingt: die Alkoholfraktion wird bei 
gelinder Wärme abgedunstet, der Rückstand in 100 ccm Chloroform 
gelöst, wobei besonderes Gewicht auf seine Trockenheit gelegt werden 
mußte (Fraktion C). 

Zu den nach der Behandlung mit. Alkohol übrig gebliebenen Glo- 
bulinen fügt man die Lösung von Kali- oder Natronlauge hinzu für 
die notwendige Verseifung; dann wird mit 200 ccm Chloroform in 
geeigneter Weise in sechs Portionen extrahiert (Fraktion D). 
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Dann wurde zur Kolorimetrie geschritten. Um diese auszuführen, 
nimmt man 5ccm möglichst klarer Chloroformlósung (wenn sie nicht 
klar genug ist, kann man 10%, wasserfreien Natriumsulfats hinzufügen); 
zu diesen fügt man dann hinzu 2ccm Essigsäureanhydrid und */,¿ccm 
gewöhnliche Schwefelsäure; dann wird die Probe Y, Stunde lang in 
ein 30 bis 35% warmes Bad gebracht und hierauf gemessen. 

Wir haben bei dieser Untersuchung für die Cholesterinbestimmung 
die kolorimetrische Methode allen anderen Methoden vorgezogen, indem 
wir uns des Kolorimeters von Hellige & Co. bedienten, der auf der 
Methode Autenrieths beruht, wo wir die Intensität der Farbe der ein- 
zeinen Fraktionen mit den verschiedenen Teilen eines Kegels ver- 
glichen, der die kolorierte und bestimmte, von der nämlichen Firma 
für die Kolorimetrie des Cholesterins gelieferte Lösung enthielt. Außer 
der Einfachheit der Methode und der relativen Schnelligkeit, mit der 
ach die Dosisproben vollziehen, macht noch ein anderer Umstand 
die Kolorimetrie wertvoll, daß nämlich die Fehlergrenze konstant ist; 
während bei den anderen (der gravimetrischen, der gasometrischen usw.) 
Methoden der Fehler in absoluter Ziffer konstant bleibt und infolge- 
dessen größer wird, je kleinere Substanzmengen man anwendet, wie 

, esin unserem Falle wäre. (Über die praktische Tragweite dieser Methode 
hat sich neulich auch Maiolo (26) in seinen vergleichenden Unter- 
suchungen ausgesprochen.) 

Ich habe insgesamt 20 Fälle geprüft, 10 von progressiven, nach 
Wassermann positiv reagierenden Paralytikern, 10 von anderen, negativ 
reagierenden Geisteskrankheiten. Ich arbeitete jedesmal mit zwei Sera, 
einem positiven und einem negativen, so daß die Resultate jedes ein- 
zeinen Paares untereinander vergleichbar waren. Wie man sieht, habe 
ich versucht, die Gesamtmenge des Cholesterms in vier Fraktionen 
zu teilen, indem ich die Alkoholextraktion der Fraktion 3 modifizierte. 

Während Carbone und Nizzi die Globuline mit 85proz. und hernach 
mit absolutem Alkohol waschen, habe ich nur eine zweimalige Waschung 
mit 85proz. Alkohol angewandt zu dem Zwecke, nur das Cholesterin zu 
entfernen, das mit den Globulinen gefällt wurde, und um zu vermeiden, die 
etwa gebildeten labilen Cholesterin— Globulinanlagerungen zu trennen. 

Die folgende Tabelle bringt die erhaltenen analytischen Daten 
in vorläufiger Zusammenfassung. 

Wie man sieht, schwankt die Gesamtmenge des im Serum ent- 
haltenen Cholesterins ziemlich weit zwischen einem Maximum von 
0,20% und einem Minimum von 0,13%, was verschiedene Autoren 
schon festgestellt hatten; innerhalb dieser Extreme bewegen sich in 
jedem Falle die Gesamtcholesterinmengen des Serums von anderen 
neueren Forschern (Klein und Dinkin, Rothenberger-Nathan, Knudson 
und Mitarbeiter kommen zu einem Maximum von 0,23 9%). 
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Tabelle I. 
- -—_____—— . —-.— .——— A ASAS 
| | Eiweißfraktionen | Globulinfraktionen 
Name | Diagnose EA | Zusammen 
| l 1. | 2 2 0% 


_ 3 ko A DIENEN 











| 





| | 
0,015 | 001 ag 0,0820 | 0,20708 



































D. J.! ` Manie Bu 
C...) P. P. 0,005 0,006 ; 0,027 0,1080 || 0,146 
T.. ji Frenastenie | 0,0143 | 0,006 ı. 0,05 0,0674 | 0,1377 
| P. P. ' Spuren | Spuren | 0,058 | 0,102 0,16 
B... , 0,012 | Spuren | 0,076 | 008 | 0168 
R.. |) P. P. "Spuren | neg. | 0,07 0,0812 | 0,1512 
S. . .| Gehirnsyphilis 10,03 Spuren | 0,06416 | 0,056 ¡| 0,15016 
SA PP. 0,0208 | Spuren | 0,027 | 0,1080 | 0,1558 
Poo Istep. o 0 0,012 | 0,10 0,142 
R... D. P. 0 O ` 0,0436 ; 0,0928 | 0,1364 
P i = | Spuren | 0,0216 | 0,041 | 0,12 0,1826 
V... P. P. | Spuren | Spuren | 0,0708 | 0,1024 | 0,1732 
Po.) = 004 0,0448 | 0,0532 | 0068 | 0.2060 
v...ı PP. ' 0,0138 | neg. | 0,0258 | 0,112 | 0,1516 
M. ., = | 0,024 | 0,028 | 0018 | 0,097 | 0,1680 
Sea ad P. P. , 0,018 Spuren ' 0,02 0,098 | 0,134 
R.. | E 0027 | 0016 | 0,046 | 0,076 | 0,165 
o P.P. | 0019 | o | 0,035 | 0,12 | 0,174 
P .' = ‚ 0,026 | Spuren | 0,038 | 0,071 0,135 
B.. .! P.P. . 0,05 | Spuren | 0,018 | 0,1208 | 0,196 





In den verschiedenen Fraktionen, in die das Serum verteilt e 
wurde, stellen wir die folgenden Resultate fest: 








1. Fraktion un) \ 2. Fraktion (Eiweißfraktion) 


Cé TI wW 
„positiv EES W -negativ _ 





ir W.-positiv  W.-negativ 
Cozzani 0,005 Del Ferro 0,015 A dozan 0,006 Del Ferro 0,01 
Venturi Spuren , Teggi 0,0143 Venturi Spuren | Teggi 0,006 
Razzaboni „ Bertelli 0.012 ¡ Razzaboni 0 008 | Bertelli Spuren 
Rebecchi 0,0208 | Sacerdoli 0,030 Rebecchi Spuren Sacerdoli = 
Vezzani Spuren Farneti Spuren | Vezzani > Farneti 0,0216 
Valdostri 0,0138 | Fangaseggi 0,040 | Valdostri neg. | Fangaseggi 0,0448 
Spettoli 0,018 | Musi 0,024  '| Spettoli Spuren | Musi 0,028 





















































Giannini 0,019 Ribnoli 0,027 i Giannini 0 Ribnoli 0,016 
Bertoldi 0,05 | Panciroli 0,026 | Bertoldi Spuren | Panciroli Spuren 
Durchschnitt 0,014 0, | Durchschnitt 0,009 o, Durchschnitt = Durchschnitt 0,01404 0], 
3. Fraktion (Globulinfraktion) — E 4. Fraktion (Globulinfraktion) ES 
W.-positiv S H negativ De Ni _We-pssitiv ` A _ Wenegativ Ge 











Cozzani 0,027 Del Ferro 0, 10° | Cozzani 0,0108 | Del Ferro 0,08208 
Venturi 0,058 Teggi 0,050 | | Venturi 0,102 | Teggi 0,0074 
Razzaboni 0070 Bertelli 0,076 | Razzaboni 0,0812 | Bertelli 0,08 
Rebecchi 0,027 Sacerdoli 0,00416 | | Rebecchi 0,108 Sacerdoli 0,056 
Raggioli 0,0436 | Pelacani 0,042 Raggioli 0,0928 | Pelacanı 0,10 
Vezzani 0,0708 | Farneti 0,041 | Vezzani 0,1024 | Farneti 0,12 
Valdostri 0,0258 | Fang ıseggi 0,0532 | Valdostri 0,118 Fangasvggi 0,068 
Spettoli 0,02 | Musi 0,018 !Spettoli 0,0% Musi 0,972 
Giannini 0,035 | Ribnoli 0,046 ;Giannini 0,12 | Ribnoli 0,076 
Bertoldi 0,018 Panciroli 0,038 | Bertoldi 0,128 Panciroli 0,07 
Durchschnitt 0,0395%/0' Durchschnitt 0,0528 Oo. Durchschnitt 0,105 o, | Durchschnitt 0,817 ° 
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Zusammenfassung. 
W+++ We 
l. Fraktion . . ..... 0,014 % l. Fraktion ...... 0,0209 % 
O E ele, e eg Spuren O EE E 0,01404 % 
A a ae aa peN 0,0395 % | 3 SEKR 0,0528 9 
4 O ee 0,105 % j 4 E AN 0,08174 % 


~ Zusammen 0,1485 Zusammen 0,16948 


Wenn wir die Daten der einzelnen Paare analysieren, sehen wir, 
daß — abgesehen von den unvermeidlichen kleinen Substanzverlusten, 
die mit diesen Methoden zusammenhängen und die wegen der erforder- 
lichen Quantität von bearbeitetem Serum sich im Endresultat bemerkbar 
machen — sie ziemlich gut miteinander übereinstimmen. In den beiden 
ersten (Eiweiß-) Fraktionen in den Wassermann-negativen Sera sehen 
wir eine ein wenig größere Quantität Cholesterin als in den Wassermann- 
positiven Sera; in gleicher Weise ist die aus 85proz. Alkohol aus der 
Globulinfraktion (Fraktion 3) in den negativen Sera extrahierte Quan- 
tität Cholesterin größer, während das mit den Globulinen gebundene 
und in der Fraktion 4 bestimmte Cholesterin in den positiven Sera 
merklich größer ist. Ziehen wir die Summen der vier Fraktionen, 
so sehen wir, daß keine große Differenz zwischen dem Wassermann- 
positiven und dem Wassermann-negativen Gesamtgehalt an Cholesterin 
besteht; im Gegenteil, diese letzteren Sera könnten in meinen Unter- 
suchungen ein wenig reicher an Gesamtcholesterin erscheinen als die 
positiven. Das bestätigen die vergleichenden Untersuchungen Can- 
nalas (27) bei den Sera gesunder und luetischer Kinder und die schon 
erwähnten Rothenberger-Nathans und von Knudson und Mitarbeiter, die 
behaupten, daß keine Beziehung bestehe zwischen Gesamtcholesterin 
und positiver Wassermannreaktion der Sera. Größere Beachtung 
verdienen indessen die differenzierten Resultate der einzelnen Frak- 
tionen. Es könnte scheinen, daß im Wassermann-positiven Serum 
der Paralytiker (Syphilitiker) das Cholesterin der Fraktionierung der 
eiweiBartigen Komponenten des Serums in anderer Weise folge als 
in den Wassermann-negativen Sera. Die Tatsache, daB man den 
prozentuell größten Teil gebundenen Cholesterins mit der Fraktion 
der Globuline in den positiven Sera gefunden hat, könnte zu der An- 
nahme führen, daß in diesen größere Quantitäten globulinischer 
Cholesterinverbindungen beständen als in den negativen Sera. Solche 
Verbindungen müßten in der Tat noch nachgewiesen werden, da sie, 
soweit ich unterrichtet bin, noch nicht isoliert und getrennt studiert 
wurden. Es ist auf jeden Fall mit gutem Grund anzunehmen, daß 
in allen Sera Verbindungen vorhanden sind, die den von Wolf und 
Bang in anderen organischen Flüssigkeiten nachgewiesenen Cholesterin- 
Euglobulinverbindungen analog sind; denn die globulinische Fraktion 
tehält immer Cholesterin an sich gebunden, auch nach einer zweifachen 
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Waschung mit 85proz. Alkohol, wie wir sie vornahmen, und auch nach 
einer weiteren Extraktion mit absolutem Alkohol. Auf jeden Fall 
hätten die Wassermann-positiven Sera Globuline, die, um sich so 
auszudrücken, mit größerer Zähigkeit einen Teil des Cholesterins des 
Serums festhalten, wáhrend gleichzeitig die anderen Fraktionen des 
Serums sich als weniger reich an Cholesterin erweisen als die normalen 
Sera. Carbone und Nizzi hatten die alkoholische Fraktion in den Sera 
der Paralytiker als reicher an Cholesterin befunden, und das erklárt 
sich damit, daß sie, indem sie auch die Globuline mit absolutem Alkohol 
extrahierten, die wahrscheinlichen Bindemittel des Cholesterins mit 
ihnen zerrissen hatten, indem sie damit die alkoholische Fraktiom 
bereicherten zum Schaden der folgenden Fraktionen. Unsere Daten 
über ‘das Verhalten des Cholesterins der globulinischen Fraktion der 
Sera der Paralytiker wurden also mit denen der Forscher, die uns 
in diesen Untersuchungen vorangegangen sind, übereinstimmen. 

Welchen Wert haben unsere Resultate im Hinblick auf die Frage 
des „quid activum“ in den Wassermann-positiven Sera? Handelt 
es sich wirklich um in größerer Menge in den Sera der Paralytiker 
(Syphilitiker positiver Wassermannreaktion) bestehende globulinische 
Cholesterinverbindungen oder um spezielle Körper? Bildet das Chol- 
esterin mit den Globulinen labile Verbindungen oder ist es nur einfach 
in größerer Quantität von ihnen adsorbiert? Wird eine solche Ad- 
sorption begünstigt von dem Vorhandensein spezieller Globuline in 
den positiven Sera, oder vom Vorhandensein einer größeren Menge 
freien Cholesterins? Bindet sich dieses letztere nur frei mit den Glo- 
bulinen oder in (Form seiner Ester? Alles Fragen, die untersucht 
werden müssen und die wir in Angriff nehmen wollen, indem wir 
uns vor allem darum bemühen werden, die erwähnten globulinischen 
Cholesterinverbindungen zu isolieren und sie in ihren chemischen und 
biologischen Eigenschaften im Hinblick auf die Wassermannsche 
Reaktion zu untersuchen. Die vorliegenden Untersuchungen sollen 
auf jeden Fall die oben erwähnten älteren und neueren Anschauungen 
über die Mitwirkung der Globuline und des Cholesterins am Mecha- 
nismus der zur Untersuchung stehenden Reaktion bestätigen. 
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'Pankreasstudien. 1. 


Von 


B. Stuber. 


Experimentelle Untersuchungen über die 
Beeinflussung des Diabetes mellitus: durch : Pankreasextrakte. 


Von 


A. R. Krastel. 
(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg im Breisg.) 
(Eingegangen am 1. März 1923.) | 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Aus der grundlegenden Arbeit von v. Mehring und Minkowski (1) 
und dem umfangreichen Material von experimentellen Beobachtungen 
Minkowskis an pankreopriven Hunden (2) durfte man die Schlüsse 
ziehen: daß das Pankreas auf den Kohlehydratstoffwechsel in spezi- 
fischer Weise einwirkt, und daß insbesondere diese Einwirkung erfolgt 
durch eine Substanz, die im Pankreas entsteht und von da aus in den 
Kreislauf gelangt. Doch ist die Frage, worauf diese Wirkung des 
Pankreas beruht und welcher Natur die Stoffe sind, welche die Aus- 
schüttung des Zuckers aus der Leber hemmen, noch immer ungeklärt 
geblieben. 

Vorliegende experimentelle Untersuchungen sollten mit zur 
Klärung dieser Frage beitragen. 

Den Ausgangspunkt der Untersuchungen bildeten die neueren 
Arbeiten von E. Vahlen (3), Zülzer (4), Zülzer, Dohrn und Marrer (5), 
sowie von Frugoni (6) und anderen Autoren, denen es gelang, durch 
Injektionen gewisser Pankreasextrakte oder gewisser, aus dem Pankreas 
isolierter Stoffe, bei experimentellen Glykosurien die Menge des im 
Harn ausgeschiedenen Zuckers in bedeutendem Maße herabzusetzen, 
zum Teil sogar die Glykosurie ganz aufzuheben. Vahlen (3), der sich 
schon seit vielen Jahren mit dieser Frage beschäftigte, ist es gelungen, 
aus dem Rinderpankreas zwei Stoffe zu isolieren, das Metabolin und 
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das Antibolin, von denen der eine (Metabolin) die alkoholische Gárung 
beschleunigt, der andere (Antibolin) sie verzógert, und welche die 
Eigenschaft besitzen, sich durch intramolekulare Umlagerung ineinander 
zu verwandeln. Das Metabolin hatte ferner die Fähigkeit, bei experi- 
mentellen Glykosurien sowohl bei intravenöser, wie bei subkutaner 
Applikation die Zuckerausscheidung in bedeutendem Maße herab- 
zudrücken. Es handelt sich hierbei um Versuche an Tieren, die durch 
Injektionen von Phloridzin, oder Adrenalin, oder durch Pankreas- 
exstirpation diabetisch gemacht worden waren. Bei den Zülzerschen 
Versuchen handelte es sich um ein Präparat, das aus dem Pankreas 
von lebenden Tieren auf der Höhe der Verdauung gewonnen warde. 
Die Verarbeitung des Pankreas beruhte hauptsächlich in einer Ent- 
giftung durch Enteiweißung. Eine genauere Angabe über die Her- 
stellung dieser angewandten Pankreasextrakte war in der Literatur 
nicht ersichtlich. Zülzer (4, 5, 7) vermochte nach seinen Angaben mit 
dem „Pankreashormon‘“ auch in einer Reihe von Diabetesfällen beim 
Menschen bei intravenöser Einverleibung die Zuckerausscheidung 
bzw. die Ausscheidung der Acetonkörper im Harn vorübergehend 
gänzlich zu unterdrücken. 


Auch frühere, bisher unveröffentlichte Versuche aus dem hiesigen 
Laboratorium an pankreopriven Hunden ergaben nach subkutanen 
und intravenösen Injektionen von gewissen Pankreasextrakten eine 
stärkere Herabminderung der Zuckerausscheidung der 24stündigen 
Harnmenge. 

Vorliegende Arbeit sollte sich nun mit etwas genauer differen- 
zierten Pankreasextraktivstoffen befassen und diese auf ihren Diabetes 
hemmenden Einfluß genauer prüfen. 


Methodik der Untersuchung. 


Die Versuche wurden zunächst an pankreopriven Hunden vorge- 
nommen. Wir benutzten hierzu ausschließlich Hunde mittlerer Größe 
im Alter von 1 bis 14, Jahren mit einem Durchschnittsgewicht von 7 bis 9 kg. 
Die Exstirpation geschah nach der von Minkowski (2) angegebenen Methode 
unter streng aseptischen Kautelen in Äthernarkose. Die Versuchstiere 
wurden zum Zwecke der genaueren Kontrolle des Urins im Stoffwechsel- 
käfig gehalten. Täglich um 8 Uhr morgens wurde die 24stündige Harn- 
menge gemessen, die Reaktion und das spezifische Gewicht bestimmt und 
der Urin qualitativ nach Nylander und Trommer, und quantitativ durch 
Polarisstion auf Zucker untersucht. Gleichzeitig wurde auch immer auf 
Aceton und Acetessigsäure nachgesehen, welche Proben mit ganz geringen 
Ausnahmen meist negativ waren. Der Zucker trat meistens am ersten 
. bis zweiten Tage auf, nur einmal schon 12 Stunden nach der Operation. 

Da die Glykosurie gewöhnlich nicht immer parallel der Blutzuckerhöhe 
verläuft, sondern von einer Reihe von Nebenfaktoren (Funktionstüchtigkeit 
der Nieren, psychischen Einflüssen und dergleichen mehr) mit abhängig 
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ist, so stellte ich in jedem Falle außer der täglichen Harnzuckermenge 
auch täglich morgens nüchtern (9 Uhr) und abends (6 Uhr) die Höhe des 
Blutzuckerspiegels fest. Sämtliche Blutzuckerbestimmungen wurden 
mittels der Bangschen Mikromethode ausgeführt (8). 

Die Ernährung der Versuchstiere war eine möglichst gleichmäßige 
und quantitativ genau festgelegt. Die Menge der zugeführten Kohlehydrate 
wurde dadurch auf einer bestimmten Konstanz erhalten, und zwar bei 
jedem Versuchstier etwa */, der täglich zugeführten Kalorien. Bei den 
Injektionen der Pankreasextrakte wurden die Blutentnahmen immer in 
den gleichen Zeitabständen vorgenommen, um so ein klares Ubersichtsbild 
und genauere Vergleichswerte bezüglich der Verschiedenheit der Wirkung 
der einzelnen Extrakte zu erhalten. 

Es wurden jeweils vier Bestimmungen gemacht, um somit genaue 
Durchschnittswerte zu erhalten. Die Zeiten der Blutentnahmen bei den 
Injektionen waren jeweils: 


L Vor der Injektion | 

2. 5 Minuten nach der Injektion 
3. 10 LE) y. (EI ,, 

4. 15 99 ,, 99 LE 

5. 20 ,, LE) LE ,, 

6. 30 IA LK 99 TU 

7. 1 Stunde ee, g Se 

8. 2 Stunden ,„ , 

9. 3 39 39 LK 23 

10. 24 LE 23 LR ,) 


Vor jeder Bestimmung wurden die Lósungen genau eingestellt und 
vier Blindversuche angesetzt. 


Herstellung der Pankreasextrakte. 


Das frisch exstirpierte Pankreas wurde so gut wie möglich von Fett 
und Bindegewebe befreit, mit Seesand fein verrieben und mit Methyl- 
alkohol versetzt in der Schüttelmaschine mazeriert. Die Extraktion erfolgte 
alsdann durch achtstündiges Kochen am Rückflußkühler, wobei teilweise 
(A 2) dem Methylalkohol noch 2% Schwefelsäure zugesetzt wurde. Das 
Filtrat wurde mit 10 proz. Phosphorwolframsäure versetzt, bis kein Nieder- 
schlag mehr ausfiel. Nach 24stündigem Stehen wurde der Niederschlag 
in Wasser aufgenommen, mit Bariumhydroxyd digeriert und nach etwa 
12 Stunden abfiltriert, das Filtrat mit Schwefelsäure neutralisiert und als 
Extrakt Al, bzw. als A 2 (schwefelsaurer Extrakt) am Versuchstier gə- 
prüft. 

Um die oben gefällten Aminbasen noch genauer zu isolieren, wurde 
später die Fraktionierung nach dem Verfahren zur Trennung von Basen 
in autolysierten Organen nach Kutscher (9) vorgenommen. 

Ich habe bei den vorliegenden Versuchen im Unterschied zu den vorher- 
gehenden die Extrakte folgendermaßen bezeichnet: 

Silbernitratniederschlag in saurer Lösung Ag 1 
„ neutraler Lösung Ag 2 

= „ alkalischer Lösung Ag 3 

Das ist in kurzen Zügen ein Überblick über die Methodik der Unter- 
suchungen und über die Herstellung der Extrakte. Es folgt nun die Be- 
schreibung des Ablaufes der einzelnen Versuche. 


)> 
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Versuchsberichte. 


1. Prüfung der Pankreasextrakte A 1 und A 2 am pankreopriven Hunde. 


21. 











9 Uhr | 6 Uhr 
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0,57 
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0,45 ` 


0,49 


. 0,45 


0,39 


0,42 


Tabelle I. 
Zucker | 

Be g 
2,2 6,6 
4,3 21,5 
6,5 45,5 
30 ı 27, 
68 . 47,6 
6,5 58,5 ' 
5,5 71,5 
3,7 51,8 
5,9 59,0 
5,3 | 63,6 
5,4 75,6 
4,0 | 50,0 
41 717 
6,4 96,0 
5,0 72,5 
4,6 59,8 
4,3 58,0 
4,4 77,0 
45 : 90,0 
6,1 106,7 
47 101,0 
5,0 85,0 
4,3 56,0 
5,1 86,7 
5,4 75,6 
4,2 52,5 
4,2 56,7 
4,6 | 59,8 
5,0 | 72,5 
4,9 93,1 
55 110,0 
5,0 85,0 
4,3 | 58,0 
3,4 37,4 
28 | 448 
5,1 86,7 
4,9 93,1 
6,1 . 106;7 


0,47 
0,52 
0,57 


0,45 | 


0,39 
0,28 
0,31 
0,43 
0,54 
0,57 


| 
| 


Blutzucker 


| 


Versuch 1 bis 7. 
Hund von 7300 g, männlich 1% Jahre alt. 
Im Versuch vom 4. Juli bis 17. August 1921. 


(S. forner Übersichtskurve 1.) 





Bemerkungen 
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Gewicht 7300 g 


10 Uhr vormittags Pankreasexstirpation 


` Gewicht 6800 g 


Versuch 1 vgl. Tabelle II 
Gewicht 6600 g 


' Versuch 2 vgl. Tabelle II 
Gewicht 6200g 
| Versuch 3 vgl. Tabelle II 


Versuch 4 vgl. Tabelle II 


_ Gewicht 6100g 
Versuch 5 vgl. Tabelle II 


Gewicht 6200 g 


' Versuch 6 vgl. Tabelle II 


| Gewicht 6000 g 
Versuch 7 vgl. Tabelle II 


Gewicht 6000 g 


= Gewicht 6000 g 


17.VIII. 9 Uhr vorm. während der intravenósen Injektion von 20 ccm Pan- 
kreasextrakt A 2 plötzlich eintretender Kollaps und Exitus; nachdem das 
Tier genau 6 Wochen lang nach Totalexstirpation des Pankreas gelebt hatte. 
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Tabelle II. 


Blutzuckerwerte nach subkutaner Injektion von 
Eigenpankreasextrakt Al und A 2. 











Injizierter Extrakt: AN Eë | 

















A 2 Al . Al A 2 
Injizierte Menge: 2cem | 5ccm | 2ccm || 2ccm | 5ccm | Beem | 20 com 

Versuch: FO IA Ou "ai 7 
Datum desVersuchs: || 12. VIL | 16, VIJ. | 20. VII. || 23. VIL. | 30. V11. | 3. VI. 9. VIII. 
Vor der Injektion . . . . | 0,37 | 0,41 | 0,52 | 0,57 | 0,63 0,57 
5 Min. n. d. Injektion . | 0,35 | 0,45 | 0,53 | 0,62 | 0,68 0,63 
Moss 2 R - | 0,30 | 0,42 | 0,49 | 0,58 | 0,67 0,57 
T 5% e - | 0,23 | 0,38 | 0,46 | 0,54 | 0,64 0,65 
as Y S . || 0,26 | 0,40 | 0,44 | 0,55 | 0,61 0,63 
Eu as v a SD 0,41 | 0,48 | 0,57 | 0,64 0,61 
BO: A SS . | 035 | 0,44 | 049 | 0,59 | 0,66 0,59 
| 0.68 0,57 





EK AA > ; | 0,36 


© 
Va, 
-J 
© 
= 
© 
En 
ECH 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Es zeigt sich bei den vorstehenden Versuchen, daß durch die 
Injektion dieser Pankreasextrakte eine zum Teil erhebliche, allerdings 
nur vorübergehende Senkung des Blutzuckerspiegels und eine starke 


Herabsetzung der Zuckerausscheidung im Harn herbeigeführt wurde 
(s. Tabelle I und II und Abb. 1). 


Wie aus den Blutzuckerwerten der Tabelle II zu ersehen ist, er- 
reichte die antidiabetische Wirkung der Extrakte für gewöhnlich nach 
15 bis 20 Minuten ihren Höhepunkt, um dann ziemlich rasch wieder 
abzuklingen; so daß der Blutzuckerspiegel in 1 bis 2 Stunden seine 
frühere Höhe wieder erreichte. Daß die beiden Extrakte bezüglich 
ihrer Wirkung völlig verschieden sind, zeigt uns ein Blick auf die 
Gesamtkurve für Blut und Urin (Abb. 1). Während der Extrakt A 1 
nur innerhalb der ersten halben Stunde zur eigentlichen Wirkung 
kommt, zeigen die Blut- und Urinwerte bei den Injektionen von A2 
eine ziemlich konstant eintretende, über mehrere Tage sich erstreckende 
Nachwirkung. 

Das Ergebnis dieser Versuche veranlaßte uns, die Extrakte in 
bezug auf die Art der wirksamen Substanz etwas genauer zu unter- 
suchen. 


Zu diesem Zwecke wurde die oben erwähnte Fraktionierung nach 
Kutscher vorgenommen und die einzelnen Fraktionen, getrennt für 
sich in bezug auf ihre antidiabetische Wirkung, zunächst an adrenalin- 
glykosurischen Kaninchen und späterhin am pankreopriven Hunde 
geprüft. 
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Versuchsberichte. 
2. Prüfung der Siuberfraktionen an Adrenalin glykosurischen Kaninchen. 


Versuchsanordnung: 


Als Versuchstiere benutzten wir nach Móglichkeit mánnliche Kaninchen, 
da sie bekanntlich leichter zu katheterisieren sind. Die Tiere wurden einige 
Tage zuvor feucht ernáhrt. Der Urin wurde durch einen Verweilkatheter 
aufgefangen und etwa alle 5 bis 10 Minuten untersucht. Wir injizierten 
durchschnittlich Leem Adrenalin in 1 prom. Lösung pro 1% kg Körper- 
gewicht. Um eine Fesselungsglykosurie auszuschalten, wurden die Tiere 
jeweils mindestens Y, Stunde vor der Injektion aufgespannt und der Urin 
während dieser Zeit genau untersucht. Bei den zahlreichen Versuchen 
wurde nur einmal eine Fesselungsglykosurie beobachtet. Bei jedem Versuch 
- wurde gleichzeitig ein Kontrollversuch mit Adrenalin allein angestellt, 
um hierdurch einigermaßen sichere Vergleichswerte zu erhalten. 

Es würde zu weit führen, alle die vielen angestellten Versuche (über 100) 
hier protokollarisch wiederzugeben, und ich möchte mich damit begnügen, 
hier nur kurz einige wenige Versuche zu beschreiben, die unzweideutig 
einen stark hemmenden Einfluß auf die experimentelle a YEO SARA 
der Kaninchen aufzuweisen hatten. 

Eine große Anzahl der Versuche verlief ohne wesentlichen Einfluß 
auf die Zuckerausscheidung im Harn. 

Zahlreiche Vorversuche mit Adrenalin allein ergaben eine Glykosurie, 
die etwa nach 40 bis 60 Minuten auftrat und durchschnittlich 12 bis 20 
Stunden andauerte. Bei einem Teil der Versuche wurden auch die Blut- 
zuckerschwankungen nach der Adrenalininjektion festgestellt. 


Versuch 54. 


Kaninchen Nr. 80, grau, männlich. Gewicht 2340 g. 
Injektion von 2 cem Rinderpankreasextrakt Ag 1 subkutan am 
12. Oktober 1921. 


9 Uhr 15 Minuten Tier aufgespannt . . . . . - Urin, Zucker: — — 
9 ,, 30 ACA A O Be en de Ke ee 
9 45 Si Injektion von 2ccm Rinder- 

pankreasextrakt Ag 1 subkut. T » > ES 
O + en ae E a » —— 
10 „ 15 e Injektion von 1,5 ccm Adre- 

nalin l prom. subkutan . . = » = ve 
10 „ 30 an e o e è e o o IT ,> wur SZ 
10 an 40 DE o. o e o e o 39 „ ee 
10 ,, 50 $ La » E See 
11 e Si a : Spuren 
11 ,, 10 i » va T 
11 „ 40 Da ie e E EE g s T ++ 
12 , — 5 e e a aan E E E P 33 ++ 


Das Tier zeigt stark toxische Erscheinungen, Láhmungen der Extre- 
mitáten, beschleunigte Atmung, Durchfálle. 


12 Uhr 30 Minuten . . 2. 2 2 2 2 2 2 02. . Urin, Zucker: ++ 
lo, — E ee AA = ‚„ Spuren 


2 99 tes RI . H H D D D . e D . D . H ., 9. at ar 
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Die nunmehr stündlich untersuchten Urinkontrollen waren ständig 
frei von Zucker. Um 6 Uhr nachmittags wurde nochmals 1 ccm Adrenalin 
l prom. subkutan injiziert; trotzdem tritt im Urin kein Zucker mehr auf. 
Gegen 8 Uhr abends erholt sich das Tier wieder und nimmt Nahrung zu 
sich, Auch der Nachturin war frei von Zucker. Das Tier wird noch den 
ganzen nächsten Tag beobachtet und alle 3 bis 4 Stunden der mittels 
Katheters entnommene Urin auf Zucker untersucht. Sämtliche Unter- 
suchungen waren negativ. 


Kontrollversuch. 


Kaninchen Nr. 82, hellgrau, männlich. Gewicht 2300 g. 
Injektion von 1,5ccm Adrenalin ] prom. subkutan. Die Glykosurie 
tritt auf nach 40 Minuten und dauert etwa 16 Stunden. 


Versuchsergebnis. 


Die Glykosurie begann etwa 45 Minuten nach der Adrenalininjektion 
und dauerte etwa 3 Stunden. Sie trat trotz wiederholter Adrenalininjektion 
nicht mehr auf. 


Da bei diesem Versuch stark toxische Erscheinungen auftraten, wurde 
ein weiterer Versuch mit nur l cem desselben Extraktes angestellt. 


Versuch 55. 


Kaninchen Nr. 92, hellgrau, männlich. Gewicht 3150 g. 


Injektion von Leem Rinderpankreasextrakt Agl subkutan am 
l4. Oktober 1921. 


9 Uhr — Minuten Tier aufgespannt . . . . . Urin. Zucker: — 


9, 15 A SA er A — 

9 ., 30 "E EECHER 

D n 45 Se Injektion von coa Rinderpankreasextrakte CH 
0, — GE TA O e o a A Urin, Zucker: — — 
0 „ 15 AA A a a a D _ — 
0 45 ón Injektion von 2ccm Adrenalin 1 prom. 

0 „ — a er Be Be Ba de ie .. . . . Urin Zucker: — — 
1, 15 AA AA A A > ee Sé ne — — 
1 „30 ek e en Bee g nn Spuren 
ll 40 a A a a a a 3 55 + + 
Ën. ez E ER ji Š TR 
A a a a aa D a aai, a S S 2es dE 
ly — CN e Sa ar ee SN A + + 
l „30 a DM A A = Ge + + 
2 za GN ap ,> y. T 

2 H 30 99 ., 9, + 
ds — Ze d db AA de er T KA Spuren 
3 30 m a A EEN er e — = — 


Die nunmehr stündlich untersuchten Urinproben waren ständig frei 
von Zucker. Es traten keinerlei toxische Erscheinungen auf. Das Tier 
wurde ebenfalls noch den anderen Fag über bezüglich der Glykosurie beob- 
schtet. Sämtliche Urinproben waren negativ. 
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Kontrollversuch. 


Kaninchen Nr. 88, hellgrau, Gewicht 2800 g. 
Injektion von 2 cem Adrenalin 1prom. subkutan. Die Glykosurie 
tritt auf nach etwa 1 Stunde und dauert etwa 14 Stunden. 


Versuchsergebnts. 


Der Extrakt wurde diesmal eine Stunde vor dem Adrenalin injiziert. 
Die Glykosurie begann auch bei diesem Versuch etwa 45 Minuten nach 
der Adrenalininjektion und dauerte etwa 4 Stunden. Toxische Erscheinungen 
traten nicht auf. 


Versuch 56. 


Kaninchen Nr. 98, grau, männlich. Gewicht 2720 g. 

Injektion von Leem Rinderpankreasextrakt Ag 1 subkutan am 
16. Oktober 1921. 
6 Uhr 30 Minuten nachmittags Tier aufgespannt, Urin, Zucker: — — 


6 „ 45 ger AR A AA e = — — 
T » = Sp Injektion von 1l cem Rinderpankreasextrakt Ag 1 
7 ,, 30 a E a a Urin, Zucker: — 


Das Tier wird die Nacht über im Stoffwechselkäfig gehalten und der 
gesamte Urin aufgefangen. Urinprobe war negativ. 


9 Uhr 30 Minuten vormittags wieder aufgespannt. Urin, Zucker: — 


9 „ 45 a De A ër A A j Se — 
10 , — Ss Injektion von 2ccm Adrenalin lprom. subkutan. 
10 ,, 10 Si car... o Urin Zucker: — 
10 ,, 30 e A AA Di E O Se + — 
10 ,, 50 a ZE e E A A e 7 — 
ll ,, — i LARA A E pr se Spuren 
Del EEN ds as 3 Se 
12 , — m LADA Se m + + 
l p» — ur EA AEREE E n Pe ++ 
l „ 20 Sé PRA ne EL A ee ge de + 
Zo — E EE E ES S — 


Die weiteren Urinproben waren sámtlich frei von Zucker. 


Kontrollversuch. 


Kaninchen Nr. 93, schwarzweiß, männlich. Gewicht 2600 g. 
Injektion von 2ccm Adrenalin 1 prom. subkutan. Die Glykosurie 
tritt auf nach 40 Minuten und dauert etwa 16 Stunden. 


Versuchsergebnis. 


Der Extrakt wurde diesmal 15 Stunden vor dem Adrenalin injiziert. 
Die Glykosurie begann nach etwa 1 Stunde und dauerte etwa 3 Stunden. 
Toxische Erscheinungen traten auch bei diesem Versuch nicht auf. 

Von weit größerem Interesse waren die Versuche mit dem Rinder- 
pankreasextrakt Ag 3, von denen ich kurz einige wenige hier beschreiben 
möchte. 
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Versuch 63. 
Kaninchen Nr. 103, weifgrau: Gewicht 2300 g. 


Injektion von 0,5ccm Rinderpankreasextrakt Ag 3 subkutan am 
22. Oktober 1921. 


9 Uhr — Minuten Tier aufgespannt . . . . . Urin Zucker: — — 
9 „ 30 Ba RO _ — 
9 , 45 j Injektion von 0,5 ccm Rinderpankreasextrakt Ag 3 
10 , — O RR are ee Urin Zucker: — — 
10 ,, 30 an TR gue a A — — 
10, 45 m Injektion von 1,5 ccm Adrenalin l prom. subkutan. 
1 „ — a el . . Urin Zucker: — — 
IL „ 15 E A a S e Ar = — 
1 ,, 30 a ër Ee E e se e _ — 
1 „ 45 O A A Ree AR as Sa — — 
12 , — A ae a A ss d =— 
12 „ 15 A EE ee ge — — 
12 ,, 30 w- O E A E Ge e Spuren 
12 ,„ 35 A E > Ge + 
ll, — E A 2 gi + 

l » 30 a E N 5 + 

l „ 45 IA a N a a A E sp eg + 
ll, — n E EE E e ee S x ‚Spuren 
2 „ 10 ee ee aa er ee SN _ — 


Die nunmehr zuerst viertelstündlich, später nur noch alle Stunden 
untersuchten Urinproben waren immer frei von Zucker. Irgendwelche 
toxische Erscheinungen wurden nicht bemerkt. Das Tier wurde noch den 
ganzen nächsten Tag bezüglich einer auftretenden Glykosurie beobachtet. 
Es waren aber sämtliche Urinkontrollen negativ. 


Kontrollversuch. | 
Kaninchen Nr. 106, grau, männlich. Gewicht 2450 g. 
Injektion von 2ccm Adrenalin I prom. subkutan. Die Glykosurie 
tritt auf nach etwa 50 Minuten und dauert etwa 12 Stunden. 


Versuchsergebnis. 
Der Extrakt wurde eine Stunde vor dem Adrenalin injiziert. Die 
Glykosurie trat erst nach etwa 14, bis 2 Stunden auf und dauerte nur 
gegen 11, Stunden. Es traten keinerlei Nebenerscheinungen auf. ` 


Versuch 64. 
Kaninchen Nr. 104, schwarz, männlich. Gewicht 1500 g. 


Injektion von 0,5 ccm Rinderpankreasextrakt Ag 3 subkutan am 
24. Oktober 1921. 


Y Uhr 30 Minuten Tier aufgespannt . . . . . Urin Zucker: — — 
0 „ — a a a ner re _ — 
10 Lë Pr Injektion von 0,5 ccm Rinderpankreasextrakt Ag3 
10 ,, 30 gei O d E d E Urin Zucker: — — 
10 „ 45 ge Injektion von 1l eem Adrenalin 1prom. | 
no, — ds AS A nd u Urin Zucker: — — 
ia DO e ee NEEN Ss S See 
1 „30 , A A 5 u 
12 — ; 
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Der Urin wurde alle 10 bis 15 Minuten untersucht und ständig frei 
von Zucker angetroffen. Um 3 Uhr nachmittags wurde noch einmal 1 ccm 
Adrenalin injiziert. Es trat aber trotzdem bis 5 Uhr keine Glykosurie auf. 

Das Tier wird dann außer Versuch gesetzt und der Urin noch weitere 
24 Stunden beobachtet; es trat aber niemals Zucker auf. 


Kontrollversuch. 


Kaninchen Nr. 105, hellgrau, weiblich. Gewicht 1700 g. 

Injektion von lccm Adrenalin l prom. subkutan. Die Glykosurie 
tritt auf nach 1 Stunde und dauert etwa 9 Stunden. Die Diurese war bei 
dem Kontrolltier gegenüber den anderen Versuchen wesentlich geringer. 


Versuchsergebnis. 

Der Extrakt wurde etwa eine halbe Stunde vor dem Adrenalin injiziert. 
Zum ersten Male bei den Versuchen trat überhaupt keine Glykosurie auf; 
trotz wiederholter Adrenalininjektion. Auffallend ist allerdings auch bei 
dem Kontrolltier das relativ späte Auftreten und das etwas ungewohnte 
rasche Abklingen der Glykosurie. Wir haben aber bei unseren Versuchen 
öfters bei den Tieren mit sehr niederem Körpergewicht ein weniger leichtes 
Ansprechen für Adrenalin bemerkt. 

Um die Wirkung dieser Extrakte nochmals aufs genaueste zu kon- 
trollieren wurden noch einige weitere Versuche an etwas kräftigeren Ka. 
ninchen und mit ganz frischem Adrenalin vorgenommen. 


Versuch 67. 
Kaninchen Nr. 108, dunkelgrau, männlich. Gewicht 2500 g. 
Injektion von 0,5ccm Rinderpankreasextrakt Ag 3 subkutan am 
29. Oktober 1921. 


9 Uhr 30 Minuten Tier aufgespannt . . .. . Urin Zucker: — — 
9 , 46 e E E aa de eet en a o PR — — 
10 „ — de AA AE e a ver ss SR — — 
10 „ 15 e Injektion von 0,5 ccm Rinderpankreasextrakt Ag 3 
10 ,, 30 O RA ER 2 Urin Zucker: — — 
10 ,, 45 Re Injektion von 1,6 ccm Adrenalin lprom. 

EL, q = en A a ee a a Urin Zucker: — — 
11 „ 15 ENEE EE a an e 55 Si = — 
11 ,, 30 d ERA ee A e Aue ER Se = — 
11 ,, 45 a AA EEN a en — — 
12 , — E e E A N e — — 
12 ,, 10 e ARA A E eg e de — — 
12 „ 20 a aa e ien Az di e D 5 — — 
12 ,, 30 Be a O o ae rl Së = — — 
12 , 40 ar DN eh e e e ir AN e — — 
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Die weiteren Urinproben wurden ständig frei von Zucker befunden. 
Auch die Urinkontrolle über den nächsten Tag hin ergab keine Glykosurie 
mehr. 


Kontrollversuch. 


Kaninchen Nr. 109, dunkelgrau, männlich. Gewicht 2700 g. 
Injektionen 1,8ccm Adrenalin 1l prom. subkutan. Die Glykosurie 
tritt auf nach etwa 40 Minuten und dauert etwa 13 bis 14 Stunden. 


Versuchsergebnis. 

Der Extrakt wurde wie bei dem vorhergehenden Versuch etwa eine 
halbe Stunde vor dem Adrenalin injiziert. Die Glykosurie trat erst nach 
etwa 3 Stunden auf und dauerte nur 1, bis Y Stunden. Auch war die 
Stärke der Glykosurie im Vergleich zu den anderen Versuchen hier äußerst 


gering. 
Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Die nach Kutscher in Fraktionen getrennten, aus Rinderpankreas 
gewonnenen Extrakte wirkten zum größten Teil in Dosen über 1 ccm 
für Kaninchen stark toxisch. Sie wurden daher zuvor an Meer. 
schweinchen auf ihre Toxizität geprüft und alsdann in entsprechend 
geringerer Dosis oder Verdünnung angewandt. Von den Extrakten 
hatten nur die Ag l- und Ag 3-Fraktion einen nennenswerten Einfluß 
auf die Adrenalinglykosurie der Kaninchen. Während bei den Kontroll- 
tieren die Adrenalinglykosurie mindestens 12 Stunden andauerte, 
gelang es durch Injektionen unserer Extrakte, die Glykosurie auf 1 bis 
3 Stunden zu reduzieren und auch deren en um mehrere Stunden 
zu verzögern. 

Durch weitere Versuche sollten die Extrakte as am pankreo- 
priven Hunde auf ihren diabeteshemmenden Einfluß geprüft werden. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Es zeigt sich bei den vorstehenden Versuchen, daß durch In- 
jektionen der nach Fraktionen getrennten Extrakte ebenfalls nur eine 
vorübergehende, zum Teil allerdings etwas stärkere Senkung des Blut- 
zuckerspiegels mit gleichzeitiger Herabminderung der 24stündigen 
Zuckerausscheidung im Harn herbeigeführt wurde (s. Tabelle III 
und IV und Abb. 2). 

Eine wesentlich intensivere Einwirkung, wie man vielleicht in 
bezug auf die reineren Substanzen hätte erwarten können, ist aber 
nicht eingetreten; allerdings wurde im Vergleich zu den früheren Ver- 
suchen mit den Extrakten Al und A2, von diesen Extrakten hier 
nur ganz geringe Dosen (0,5 bis 1,0 ccm) injiziert, da zahlreiche Ver- 
suche an Meerschweinchen und Kaninchen zeigten, daß die Extrakte 
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3. Prüfung der Silberfraktion Ag 1, Ag 2 und Ag 3 am pankreopriven Hunde. 
Versuch 1 bis 6. 
Hund von 9300 g Gewicht, weiblich, 11, Jahre alt., 
Im Versuch vom 5. Januar bis 19. Februar 1922, 


Tabelle III. (S. auch Übersichtskurve Abb. 2). 


















































EE 
> Urins Zucker | Blutzucker | ge 
| acker 1 cke e 
atum || menge | g | 9 Uhr | 6 Ubr | SE 
5.1 | 7200! — | — | 009 | 0,10 | Gewicht 9300 g 
6. BO =. | — 0,10 | 
d 500 || 0,1 0,5 | 0,09 | — | 10Ubr vormittags Pankreasexstirpation 
8. 1200 | 05 | 6,0 | 0,28 | 0,32 
9. 1500 | 15 | 225 | 0,34 | 0,41 | Gallfarbstoff + 
10. 1200 | 24 | 288 | 0,36 | 0,39 | g E 
11. 1000 | 3,0 | 30,0 | 0,35 | 0,42 E + 
12. 800 | 26 | 20,8 | 0,35 | 0,41 Jl 4 
13. 700 | 20 | 14,0 | 0,34 | 0,39 | Gewicht 7900 g 
14. 800 | 1,8 | 14,4 | 0,36 | 0,40 | Gallfarbstoff + 
15. 1200 | 1,4 | 16,8 || 0,38 | 0,42 S dh 
16. 800 | 0,2 1,6 || 0,35 | 0,35 | Versuch 1 vgl. Tabelle IV 
17. 700 | 0,2 | 14 || 0,31 | 0,37 | 
18. 1000 | 1,0 | 10,1 | 0,35 | 0,41 | Gewicht 7800 g 
19. 1200 | 20 | 24,0 | 0,39 0,44 | 
20. 1200 || 0,9 | 10,8 || 0,41 | 0,40 | Versuch 2 vgl. Tabelle IV 
21. 1800 | 10 |180 | 0,39 | 0,42 | 
22. 2200 | 2,4 | 528 | 0,41 | 0,45 | Gewicht 7200 g 
23. 2300 | 2,5 | 57,5 || 0,43 | 0,48 
24. 2300 | 3,0 | 69,0 || 0,45 | 0,52 
25. 2200 | 3,5 | 77,0 || 0,50 | 0,54 
26. 2200 | 2,6 | 57,2 || 0,51 | 0,47 | Versuch 3 vgl. Tabelle IV 
27. 1500 | 24 | 36,0 || 0,45 | 0,42 
28. 1700 | 20 | 34,0 || 0,33 | 0,39 
29. 1500 | 4,0 | 60,0 [| 0,37 | 0,45 | Gewicht 7000 g 
30. 2100 | 3,5 | 73,5 | 0,41 | 049 
81: 1900 | 42 | 79,6 || 0,45 | 0,50 
1. IL || 2100 | 3,8 | 79,8 || 0,45 | 0,40 | Versuch 4 vgl. Tabelle IV 
- 2 1600 | 42 | 67,2 || 0,32 | 0,39 
3. 1500 | 40 | 60,0 || 0,35 | 0,43 
4. 1700 | 5,1 | 86,7 || 0,43 | 0,49 | Gewicht 7100 g 
5. 2000 | 45 | 90,0 || 0,51 | 0,56 
6. 1400 | 6,4 | 96,0 || 0,55 | 0,60 
7. 1400 | 54 | 75,6 || 056 | 0:42 || Versuch 5 vgl. Tabelle IV 
8. 1300 | 46 | 59,8 || 0,39 | 035 
9. 1600 | 28 | 44,8 | 0:30 | 0:28 
10. 1400 ! 22 | 30,8 | 0:26 | 030 
11 1700 | 3:0 | 51,0 | 0:30 | 0,37 | Gewicht 7100 g 
12 2200 | 26 | 57:2 | 0:35 | 0,41 
13 1900 | 230 | 38,0 | 0,39 | 0,31 ¡| Versuch 6 vgl. Tabelle IV 
14 2000 | 1,33 | 26,0 | 0,28 | 0,25 
15 1700 | 20 | 340 | 024 | 0,30 
16. 1400 | 45 | 63,0 | 037 | 0,48 
17. 1700 | 4,5 | 76,5 | 044 | 0,54 | Gewicht 7000 g 
18. 1900 | 2,7 | 40,3 | 0,42 | 0,40 
19. Sa A E O E 


Gegen 4 Uhr nachmittags wird das Versuchstier tot im Käfig auf- 
gefunden. Das Tier hatte eine Lebensdauer von etwa 6 Wochen nach der 
Totalexstirpation des Pankreas. 
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Tabelle IV. 


Blutzuckerwerte nach subkutaner Injektion von 
Eigenpankreasextrakt Ag l, Ag 2 und Ag 3. 









Injizierter Extrakt: 


Ag 
Injizierte Menge: 0,5 ccm 
ersuch: 6 
Datum des Versuchs: 





Vor der Injektion . ..... 
5Min. nach der Injektion . . 


10 3, LE LE "as 


to 

© 
Ki 
“ 
wë 
o 
» 
- 
wë 





On . . | 0,34 | 039 | 0,49 | 0,43 ¡ 0,40 | 0,28 


in gróBeren Dosen starke toxische Erscheinungen, bisweilen mit Exitus 
nach 15 bis 1 Stunde hervorrufen. Bei unseren Versuchen hier am 
pankreaslosen Hunde waren aber keinerlei Nebenerscheinungen auf- 
getreten. Wie bei den Vorversuchen an den adrenalinglykosurischen 
Kaninchen, so zeigte auch in diesem Versuche am pankreopriven 
Hunde der Extrakt Ag 3 den weitaus größten antidiabetischen Einfluß. 
Der Versuch vom 7. Februar (TabelleIV) zeigt die stärkste und rascheste 
Senkung des Blutzuckerspiegels, die überhaupt bei unseren Versuchen 
erreicht wurde (von 0,56 auf 0,40 in 5 Minuten). 

Auffallend bleibt das sofortige Sinken des Zuckerspiegels nach 
der Injektion, während bei fast allen anderen Versuchen in den ersten 
5 Minuten ein geringer Anstieg zu verzeichnen war. 

Es handelt sich bei den hier aufgeführten Versuchen selbstver- 
stándlich um eine Totalexstirpation des Pankreas. Minkowski (2) 
betont ausdrücklich die Wichtigkeit der vollständigen Exstirpation 
des Pankreas; denn schon vereinzelte Reste der Drüse können das 
Zustandekommen des Diabetes verhindern bzw. einen intermittierenden 
Verlauf verursachen. Diese Fälle, von denen wir auch einzelne erlebten, 
sind hier absichtlich nicht erwähnt, obwohl auch bei diesen Versuchen 
eine ziemlich eindeutige Senkung des Zuckerspiegels in Blut und Urin 
erzielt wurde. 

Zusammenfassung. 

Durch subkutane und intravenöse Injektionen von Pankreas- 
extrakten konnte eine zum Teil sehr erhebliche, allerdings nur vor- 
übergehende Senkung des Blutzuckerspiegels herbeigeführt werden. 

Die antidiabetische Wirkung erreichte für gewöhnlich nach 15 bis 
% Minuten ihren Höhepunkt, um dann ziemlich rasch wieder abzu- 
klingen, so daß der Blutzuckerspiegel nach 2 bis 3 Stunden wieder 
m seiner alten Höhe gelangte. 





Abb. 2. Hund 1: ih Jabr alt, weiblich. Gewicht 9,3 kg. 


Pankreasexstirpation am 7. Januar 1922. Im Versuch vom 5. Januar bis 19. Februar 1922, 


Urinzucker. 





— — «== Blutzucker. 


Die 24stündige Gesam t- 
zuckerausscheidung im 
Harn war an den Versuchs- 
tagen dem Sinken des Blut- 
zuckerspiegelsentsprechend 
jeweils herabgesetzt. 

Ein Teil der Extrakte 
vermochte auch bei Kanin- 
chen* die Adrenalinglyko- 
surie erheblich abzukúrzen, 
in einem Falle sogar ganz 
aufzuheben. 

Die Unregelmäßigkeit 
in der Zuckerausscheidung 
pankreasloser Hunde bietet 
allerdings große Schwierig- 
keiten in der Beurteilung 
der Frage, ob eine Substanz 
die Zuckerausscheidung 
herabsetzt oder nicht. 

Aber die Ergebnisse 
unserer experimentellen 
Untersuchungen, bei denen 
die Senkungen des Blut- 
spiegels bei den Injektionen 
bei weitem die Tages- 
schwankungen der Blut- 
zuckerkurve übertreffen 
und bei denen zum Teil die 
Abendwerte tiefer liegen 
als die Nüchternwerte, so- 
wie die Tatsache, daß die 

Urinkurve größtenteils syn- 
chron mit der Blutkurve 
verläuft, lassen unzweifel- 
haft einen diabeteshem- 
menden Einfluß unserer 
Extrakte erkennen. Über 
die chemische Natur der 
wirksamen Extraktstoffe 
sagen die Versuche nichts 
aus. Dazu ist die zunächst 
nur orientierend gedachte 
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Darstellungsmethode noch ungeeignet. Man kónnte immerhin an die 


biogenen Amine im Sinne @uggenheims denken. Darüber werden wir 
in weiteren Arbeiten demnächst berichten. 
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Über das Wesen der Neutralrotreaktion in Bakterienkulturen. 1. 


Von 
Hans Geilinger und Karl Schweizer. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des eidgenössischen 
Gesundheitsamtes, Bern.) 


(Eingegangen am 5. März 1923.) 


L Einleitung. oo 

Der Rothbergerschen Neutralrotreaktion wird noch heutzutage 
bei der Charakterisierung von Reinkulturen im Gebiete der Typhus- 
Koligruppe Wert beigemessen. Ist nun auch der typische Farbumschlag 
von Rot in Kanariengelb mit gleichzeitigem Auftreten einer Grün- 
fluoreszenz sehr sinnfällig und wird er auch nie bei Bact. typhi oder 
Bact. dysenteriae beobachtet, so ist er doch andererseits für Bact. coli 
nicht spezifisch. Auch besitzen wir in der Gasbildung aus verschie- 
denen Zuckerarten, besonders bei Berücksichtigung von relativer 
Gasmenge und Gaszusammensetzung ein Kolikriterium, das das Merk- 
mal der Neutralreduktion entbehrlich erscheinen lassen dürfte. Dies 
besonders, wenn diese Reduktion beim Bact. coli als Funktion der 
Bildung von Wasserstoff bewertet werden müßte. 

Die Bedeutung dieser Farbreaktion mußte eine Erweiterung er- 
fahren, als man sie in der hygienischen Wasserbegutachtung zu ver- 
wenden begann. Hierbei bevorzugte man die flüssige Form des Nähr- 
substrats (Makgill, Savage, Stokes, Moore und Revis, Braun, Bulit, 
Lacomme, Gage, Sicre, Vincent, Guerbet, Jungeblut) gegenüber der ur- 
sprünglichen festen ( Rothberger, Scheffler, Oldekop). Wäre der Charakter 
der Reaktion bei dieser flüssigen Modifikation des Verfahrens ein 
beständiger, so hätte sich daraus eine Vereinfachungsmöglichkeit er- 
geben; man hätte dann auf das Auffangen des Gärgases verzichten 
können. Dies immerhin unter der Voraussetzung, daß nur gasbildenden 
Mikroorganismen die Fähigkeit der Neutralrotreduktion zukomme. 
Der Neutralrotumschlag erwies sich aber als unbeständig. 

Eine prinzipielle Änderung in der Bewertung der Reaktion mußte 
sich einstellen, als Rochaix und Dufourt im Jahre 1910 auf die Tat- 
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sache hinwiesen, daß der charakteristische Farbumschlag in mit Wasser 
beimpften Neutralrotnährmedien ohne weiteres, d. h. ohne anschließende 
bekteriologische Identifizierungsarbeiten, auf die Verunreinigung mit 
Fäkalien, Urin, Dung oder Jauche zu schließen gestatte; denn so wurde 
die Rolle als Verschmutzungsindikator vom Kolibakterium auf das 
Neutralrotdifferenzialnährmedium übertragen. Diese Autoren machten 
nämlich die Beobachtung, daß Mikroorganismen, die sich durch das 
Vermögen der Harnstoffvergärung auszeichnen, immer auch die Fähig- 
keit zukommt, Neutralrot in der charakteristischen Weise zu ver- 
ándern. Das Verfahren wurde im Sinne von Rochaix und Dufourt 
angewandt von Galli-Valerio und Bornand, wobei diese Autoren wieder 
zur Verwendung festen Nährsubstrats, des Agars, zurückkehrten. 


Die verwendeten Versuchsbakterienstämme (Bacterium coli im engeren und 
weiteren Sinne). 


- Für das Studium einer biologischen Reaktion von solcher Viel- 
seitigkeit mußte auch ein vielseitiges Bakterientestmaterial wünschbar 
erscheinen, aus dem dann je nach Bedürfnis für die einzelnen Versuche 
eine Auswahl getroffen werden konnte. .Mandoul und Gruat betonen 
z. B. die hygienische Wichtigkeit der sogenannten koliformen Bakterien 
bei der Erkennung nicht einwandfreien Trinkwassers. Zu diesen 
rechnen sie aber unter anderem auch Gelatine verflüssigende Arten, 
die Indol bilden. Wir waren daher bestrebt, uns neben dem typischen 
Darmkoli eine Anzahl mehr oder weniger abweichender Unterarten 
und Rassen zu verschaffen, wie sie im sogenannten Kaltblüterkoli, 
Graskoli, Mehlkoli, Bact. cloacae bekannt geworden sind. Hingegen 
haben wir uns dabei nicht mit Pathogenen beschäftigt, die bei der 
Art der Fragestellung einstweilen kein besonderes Interesse boten. 


Unser Bakterienmaterial, das mittels Endoplatten und nachfolgender 
zweimaliger Gelatineplattenpassage isoliert wurde, bestand aus 40 Stämmen, 
von denen hier 30 zur Charakterisierung gelangen werden. Es sind gram- 
negative, sporenlose Stäbchen, sogenannte Kurzstäbchen, von plumper 
bis ziemlich schlanker Gestalt. Verhältnismäßig schlank sind die gelb- 
wachsenden Gelatineverflüssiger Stamm 25, 27, 28, 29 und 30 (,,Mehl- 
koli"), worunter 27 sich durch Bildung rundlicher oder wurstfórmiger, 
scharf abgegrenzter Zoogloeamassen als Bact. herbicola aureum Burri 
und Dúggeli dokumentiert. Der auch hierher gehörende Stamm 26 zeigt 
plumpe Formen. Schlank sind auch der als Bact. cloacae Jordan an- 
zusprechende Stamm 24, ferner Stamm 21, der Neigung zur Fadenbildung 
aufweist, Stamm 12, der sich durch seinen ihm auch nach einjähriger Über- 
impfung anhaftenden brenzlich-aromatischen bis muffigen Geruch aus- 
zeichnet und schließlich Stamm 13, der in die gleiche Untergruppe gehört, 
doch geruchlos wächst. Die Dimensionen halten sich innerhalb der für 
Bact. coli bekannten Größen. 
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Bei Stamm 1, 6, 9,10, 11, 21, 22 und 23 konnte Eigenbewegung in 
jungen Kulturen nicht beobachtet werden (Geißelfärbungen wurden nicht 
ausgeführt), alle anderen waren mehr oder weniger rasch beweglich, be- 
sonders die gelbwachsenden Gelatineverflüssiger zeigten rapide Orts- 
veränderung. 

Das Wachstum in gewöhnlicher Bouillon bei 33% ergibt diffuse Trübung, 
die am zweiten Tage die Bildung staubigen Bodensatzes zur Folge hat. 
Auch erscheinen dann öfters Niveauringe an der Glaswand, besonders gut 
ausgebildet bei den als Bact. aerogenes anzusprechenden Stämmen 10, 11, 
22, 23 und den Mehlkolistämmen. Mit Flockenbildung wachsen die Stämme 
24 und 21, welch letzterer die Bouillon im übrigen fast klar läßt. 

Die Kolonien auf Gelatineplatten bestehen aus ziemlich dickem Belag, 
sie sind entweder rundlich gelappt (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 21) oder gelappt 
bis kreisrund (12, 13, 17) oder fast kreisrund, dabei verhältnismäßig flach 
(14, 15, 16, 18, 19, 20) oder kreisrund und dabei stärker gewölbt, aerogenes- 
artig (10,11, 22, 23) oder mehlkoliartig, d.'h. rundlich bis kreisrund, zuerst 
farblos, nach einigen Tagen dottergelb werdend und die Gelatine nach 
5 bis 7 Tagen verflüssigend (25, 26, 27, 28, 29, 30) oder punktartig, farblos 
und darauf nach 3 Tagen die Gelatine verflüssigend (24). In úberein- 
stimmender Weise verhalten sich die Gelatinestichkulturen, die 1, Jahr 
auf Verflüssigung beobachtet wurden. Hier zeichnet sich Stamm 21 durch 
dicht behaarten Stich aus. Das aerogenesartige Wachstum der Stämme 
10, 11, 22 und 23 kommt auch durch starke Ausbildung schleimiger Sub- 
stanz auf Agar gut zum Ausdruck. Stamm 24 fällt auf durch auf den Strich 
beschränktes Wachstum in Agarstrichkulturen. Auf leicht alkalisierten 
Kartoffeln wachsen die Organismen recht verschiedenartig, in verschieden 
dicker Schicht, verschieden getöntem Grau, die Mehlkoli werden bald mehr 
oder weniger intensiv gelb. Bei Stamm 24 tritt im stärkehaltigen Wasser 
in der Kuppe des Röhrchens Gasbildung ein, der schmutzig-blaßgelbe 
. Belag wird später unter Einsinken rostbraun, doch kommt es nicht zum 
Kartoffelzerfall. Schwefelwasserstoffbildung wurde nachgewiesen mittels 
Bleiacetatpapierstreifens, sie war nicht zu beobachten bei Stamm 11, 13 
und 24. 

In Milch (37°) und Lackmusmilch (33°) lassen sich fünf Gruppen unter- 
scheiden: 

1. Es bringen die Milch zur Gerinnung bei saurer Reaktion die Stämme 
l, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,10, 11, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23. 

2. Die Milch gerinnt bei alkalischer Reaktion durch die Stämme 27, 
28, 29, 30. 

3. Die Milch zeigt einen Umschlag von alkalisch in sauer und gerinnt 
dann: Lackmusmilch rot am siebenten Tage, bei den Stämmen 9, 13, 25 
(bzw. violett nach Blaufärbung am neunten Tage bei Stamm 26). 

4. Es kommt nicht zur Gerinnung nach 19 Tagen, Reaktion alkalisch 
bei Stamm 12 und 21. 

5. Stamm 24 endlich verursacht Gerinnung am zweiten Tage bei 
neutraler Reaktion, worauf am siebenten Tage Peptonisierung einsetzt, 
am dritten Tage Entfärbung der Lackmusmilch. 

Die Gerinnungszeit betrug 1 bis 12 und bei einem Stamme (16) 19 Tage 
(379). Achtmalige Passagen in Milch haben sie nicht in deutlicher Weise 
beeinflußt. 

Bei der Klassifizierung unserer 40 Stämme ließen wir uns einerseits 
vom Einteilungsprinzip Mandoul und Gruats leiten, benutzten dann anderer- 
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æits bei der Aufteilung in Untergruppen einige weitere, hauptsächlich von 
amerikanischen Autoren propagierte Kriterien. Mandoul und Gruat ziehen 
für ihre Einteilung fünf Hauptmerkmale heran, deren Reihenfolge nach 
ihrer Wichtigkeit aufgestellt ist; jedes Merkmal wird, wenn positiv, wieder- 
gegeben durch einen Buchstaben, wenn negativ mit Ausnahme des ersten 
überhaupt nicht verzeichnet: 


L Verflüssigung der Gelatine (P), keine Verflüssigung der Gelatine 
bzw. Koli im ehgern Sinne (C). 

2. Indolbildung (I). 

3. Neutralrotreaktion (R). 

4. Gasbildung*) aus Lactose (L). 

5. Gasbildung*) aus Saccharose (S). 


Es ergeben sich auf diese Weise übersichtliche Symbole für die wich- 
tigsten Typen. So wird z. B. Bact. coli commune, das Gelatine nicht 
verflüssigt, Indol bildet, Neutralrot zum Umschlag bringt, aus Lactose, 
nicht aber aus Saccharose Gas bildet, bezeichnet durch „CIRL“, 


Ein weiteres Merkmal von beträchtlicher Wichtigkeit bildet der Kohlen- 
saurewasserstoffquotient des gebildeten Gases. Da dessen genaue Ermittlung 
indessen umständlich ist und eine besondere Apparatur erfordert, so be- 
dienten wir uns an dessen Stelle zweier anderer Reaktionen, die, worauf 
Levine (16) hinweist, mit seinem Verhalten parallel gehen: die Methylrot 
(M)- und die Voges-Proskauer (V) -Reaktion. Hoher Wert des obigen Quo- 
tienten, positive Voges-Proskauer-Reaktion und Alkalinität (Gelbfärbung) 
gegenüber Methylrot [d.h. bei unserer Bezeichnungsweise: „Fehlen der 
Methylrot (M) -Reaktion*] soll nach diesem Autor im allgemeinen charak- 
teristisch sein für Nichtfäkalstämme; der natürliche Standort koliáhnlicher 
Bakterien mit der Fähigkeit zur Bildung von Acetyl-Methylcarbinol, welches 
den positiven Ausfall der Voges-Proskauer-Reaktion bedingt, sei wahr- 
scheinlich der Boden [Levine (17). Zu den Voges-Proskauer-positiven 
Organismen gehören auch Bact. aerogenes Escherich und Bact. cloacae. 
Stovall und Starr Nichols wiesen dann auf das nicht seltene Vorkommen 
von sich unregelmäßig verhaltenden Rassen hin, die methylrotsauer waren 
und doch positive Reaktion nach Voges- Proskauer ergaben. 

MacConkey [Journ. Hyg. 1909 zitiert bei Levine (16)] zieht als Kri- 
trum für die Aerogenesgruppe das Fehlen der Dulzitvergärung heran 
nsch folgendem Schema: 














| Saccharose Dulzit 
Bact. acidi lact. Il = 
Bact. (lact.) aer.. .. 2.22... | + ía 
Bact. coli commune ....... a + 
Bact. coli communior ...... f + + 


_ Dies ist das dritte Kriterium, welches uns für die Aufstellung von 
Untergruppen diente, und zwar berücksichtigten wir dabei nur die Ver- 
grung unter Gasbildung (,,D“‘). 





D Mandoul und Gruat bedienen sich des Ausdruckes „fermentation‘‘, 
wir haben für die Klassifizierung nur das Gasbildungsvermögen berück- 
sichtigt. 
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An Hand der beifolgend wiedergegebenen Tabelle I ergibt sich :nun 
folgende Gruppierung unserer Stämme: 


Unterart: 

1. CIRLS (Bact. coli communior) 1. Rasse MD Stämme 1, 2, 3, 4 
2. „ M a ‘5, 6, 7,8 

2. CIRL (Bact. coli commune). . , MD Stamm 9 

3: OCRLS: = z = 5 % 2 2 38% l. „ VMD ,„ Y 
2. ,) VD 11 
3. NN Stámme 12, 13 
4 „ M a 14, 15, 16,17, 18 

19, 20, 21 

5 » V P 22, 23 

d PRUS o : 2.2.28 2 a 1 » V Se 24, 25 

sA dl AA 1 » VM Stamm 26 

0 re are Br 1 vn M Stámme 27, 28, 29 
2 » V Stamm 30 


Zeichenerklárung zu Tabelle I. 


Neutralrotreduktion: 
+ = komplette Reaktion, d. h. Gasentwicklung, Fluoreszenz 
und Kanariengelbfärbung innerhalb 24 Stunden bei 37°. 
(+) = Fluoreszenz innerhalb 24 Stunden, Reaktion später 
komplett. 
+ = Fluoreszenz später als nach 24 Stunden, Reaktion bleibt 
unvollständig. 
= weder Farbenumschlag noch Fluoreszenz oder Gasbildung. 
Zucker- und Dulzitvergárung. 


Sáurebildung: 

+ = Rotfárbung, 

(+) = neben Rot- auch noch Violett- oder Blaufárbung (oben). 
= Blaufárbung. 


+ = spontan gebildete Gasblasen in verschiedener Menge, 

+ = Gasbildung nur bei Anwendung der Nadelprobe nach 
Burri und Staub nachweisbar, 

Gasbildung auch bei Anwendung der Nadelprobe nicht 


| 
il 


nachweisbar. 
Methylrotreaktion: 
+ = kirschrot, 
(+) = beinahe kirschrot, 
tz = ziegelrot bis orange, 


zitronengelb. 


Anmerkungen zu Tabelle I. Betreffend Fundort: Bei den Kolinachweis- 
methoden nach Eijkman und anderen wird durch Bebrütung bei Tempe- 
raturen über 37° das Wachstum der sogenannten Kaltblüterkoli auszu- 
schalten versucht. Wir haben bei den hier in Rede stehenden Versuchen 
immer die Temperatur von 37° benutzt, legten aber andererseits doch 
Wert darauf, auch vom Kaltblüter herrührende Stämme heranzuziehen. 
Alle diese stammen vom Regenwurm. 
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Betreffend Indolbidung: Für den Indolnachweis verwendeten wir 
Zog, Peptonwasser. Er geschah nach Morelli (Beobachtung während 
6 Tagen bei 33°) und Ehrlich- Böhme (bei den 6tägigen Kulturen, Chloroform- 
susschiittelung). Beide Reaktionen ergeben gute Übereinstimmung. 


Betreffend Neutralrotreduktion: Der Neutralrotagar bestand aus 
2,0%, Pepton Witte, 0,8%, Fleischextrakt Liebig, :0,2% Kochsalz, 0,15% 
Glucose, 0,7% Agar, 1%, gesättigter wässeriger Lösung von Neutralrot 
und war schwach alkalisch; Rezept nähert sich dem Oldekop- Bornandschen, 
es wird aber weniger Kochsalz verwendet gemäß dem Dextroseagar-Rezept 
von Bredemann (C. f. B. II. Abt, 28, 409). Ausgangsmaterial: 24stündige 
Bouillonkulturen, bei 37% gewachsen. 

Betreffend Vergárung: Zur Prüfung auf Säurebildung wurden Schräg- 
agarkulturen mit Zusatz von Lackmustinktur, zur Prüfung auf Gasbildung 
Schüttelkulturen verwendet. Die Menge der Zucker- und Lackmustinktur- 
zusätze betrug: 





Schrägagarkulturen Schüttelkulturen 









| 0, Zucker 0, Lackmus 0/, Zucker 
Dextrose. . . .... o | 2 
Lactose ....... 10 2 
Saccharose . .... . | 6 2 
Dutt... | 6 1,7 


Die Grundzusammensetzung dieser Zuckeragare ist folgende: 


1,0 bis 1,5% Fleischextrakt Liebig. 
1,0% Pepton Witte. 
0,2% Kochsalz. 
1,7% Agar. 
Reaktion neutral. 
Beim Dulzit stand uns nur eine beschränkte Menge zur Verfügung. 
Es wurden deshalb für die Schrágagarkulturen nur je 14,ccm des Nähr- 
mediums verwendet; für die Schüttelkulturen bedienten wir uns der Uhlen- 
huhschen Präzipitationsgläser (je 1%ccm Dulzitagar), worin die Höhe 
der Agarsáulen etwa 4 bis 4%, cm betrug. In Kombination mit der Nadel- 
probe nach Burri und Staub (5) dürfte sich diese Anordnung bei teurem 
Gärgut empfehlen. Die Nadelprobe wird ausgeführt durch Einstechen 
einer nicht zu dicken Platinnadel in den Nährbodenzylinder. ‚Unmittelbar 
nach dem Herausziehen der Nadel oder bald nachher zeigen sich in der 
Ausdehnung des Stiches kleinere oder größere Gasbläschen, die sich mitunter 
rasch vergrößern, so daß es nachträglich zu einer Spaltung der gallertigen 
Masse kommt. . . . Selbstverständlich darf die Nadel in keiner Weise gekrümmt, 
sin und muß mit ruhiger Hand geführt werden, damit man nicht Gefahr 
Buft, auf rein mechanischem Wege erzeugte Spalten und Risse mit Gas- 
zu verwechseln. Am besten wird die Nadel parallel zur Wand des 
zglases in der Entfernung von 1 bis 2 mm von dieser und bis in die 
Tiefe des Nährbodens eingestochen. Maßgebend sind namentlich die in 
der Tiefe sichtbar werdenden Gasperlen, während solche in der Nähe der 
äche nur mit Vorsicht bewertet werden dürfen“. Bis zur eigentlichen 
Spaltung der Agaroberflächen: ist es bei den uns vorliegenden Stämmen 
ucht gekommen. 
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Die Säurebildung wurde in folgender Weise beobachtet: Bei den 
Dextrose- und Lactosemedien handelt es sich um bei 33% gestandene, zwei- 
tägige, bei den Saccharose- und Dulzitmedien um bei 36° gehaltene eintägige 
Kulturen. Die gleichen Verhältnisse betreffend Bebrütungstemperstur 
liegen vor bei den auf Gasbildung beobachteten Kulturen, doch war hier die 
Ablesung nicht an einen bestimmten Termin gebunden, sondern die Kulturen 
wurden während einigen Tagen täglich auf Gasbildung untersucht. 

Auffallend sind die Befunde, wo bei fehlender Säurebildung Gasbildung 
eingetreten ist. Das enzymatische Verhalten der Organismen in beiden 
Kulturen darf aber nicht ohne weiteres in Parallele gesetzt werden, da es 
sich im einen Falle um dem Luftsauerstoff sehr ausgesetzte Kulturen 
handelt, im anderen im Gegenteil um anaerobe. 

Betreffend Voges-Proskauer- und Methylrotreaktion: Zur Feststellung 
dieser beiden Reaktionen diente eine wässerige Lösung von je 0,5%, Pepton 
Witte, Dextrose und Dikaliumphosphat. Das Gemisch weist folgende, 
nicht besonders eingestellte Reaktion auf: pg = 7,5. Das Medium 
wurde von Clark und Lubs (Journ. Inf. Diseas. 17, 160, 1915, zitiert bei 
Levine, eod. loc. 18; Tanner, Bacteriology and Mycology of Foods 1919, 
S. 47 und 309) eingeführt. Es wurden je etwa 13 ccm abgefüllt und nach 
der Impfung 5 Tage bei 30° gehalten. Dann brachten wir nach Vorschrift 
(Tanner, l. c., S. 309) zu je 5 ccm jeder Kultur 5 Tropfen einer Methylrot- 
lösung folgender Zusammensetzung: Methylrot 0,1; 95proz. Alkohol 300 ccm; 
destilliertes Wasser 200 ccm. 

Umschlagsintervall des Methylrot in py: 4,2 (rot) bis 6,3 (gelb) (nach 
Kolthoff). 

Zu je 5 weiteren ccm jeder Kultur wurden 5 ccm 10proz. KOH-Lösung 
gebracht und das Gemisch während 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
beobachtet. Eine positive Reaktion zeigt sich an durch eine eosinrote 
Färbung mit Griinfluoreszenz. Die Reaktion .beginnt von oben her. Nach 
48 Stunden hat sich der Befund nirgends geändert. 

Allgemeines betreffend die Bezeichnungen nach dem System: Stämme 10, 
11, 22 und 23 sind als Bact. aerogenes anzusprechen; außer den schon im 
Text mitgeteilten Kriterien erhellt die Natur dieser vier Stämme aus der 
positiven Voges-Proskauer- und der negativen (Gelbfärbung) Methylrot- 
reaktion, wobei allerdings Stamm 10 durch gleichfalls schwach positive 
Methylrotreaktion eine Sonderstellung einnimmt. Aus Saccharose bilden 
alle vier Stämme Säure und Gas, verhalten sich also analog der Charakteri- 
sierung nach Mac Conkey. Gegenüber Dulzit ist das Verhalten uneinheitlich 
und man darf wohl, soweit es die geringe Zahl der Stämme gestattet, mit 
Levine (Journ. Inf. Diseas. 18, 361) einig gehen, der der Dulzitvergärung 
beim Bact. aerogenes geringen Wert beimißt. 

In Übereinstimmung mit den Angaben der Literatur [Levine (17)] zeigt 
auch unser als Bact. cloacae aufzufassender Stamm 24 positive Voges- 
Proskauer- und negative Methylrotreaktion. Charakteristisch für diesen 
Stamm ist ferner die Saccharose- und Lactosevergärung. 

Betreffend den Begriff ‚Mehlkoli‘“ ist das nötige oben mitgeteilt, 
aueh wurde auf den Herbikola-Stamm (Nr. 27) hingewiesen. Während 
hier zwei Stämme (28, 29) bei Voges-Proskauer- und Methylrotreaktion der 
Regel nicht folgen, tun dies Stamm 25 und 30; Stamm 26 nimmt eine 
Mittelstellung ein. ` | 

Die Bedeutung der Bezeichnungen „„Bact. coli communior* und .„‚Bact. 
coli commune“ ergibt sich aus der obigen Zusammenfassung. 
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IL Über das Vorkommen einer gärbaren Substanz in Nährmedien ohne 
Zuckerzusatz. 


1. Versuch. Im Jahre 1911 zeigt Guerbet, daß sich die Neutralrot- 
reaktion, wie sie in Bakterienkulturen sich abspielen dürfte, rein chemisch 
zur Darstellung bringen läßt. Dabei handelt es sich erstens um eine Reduktion 
des Farbstoffes in saurem Milieu, der dann eine Neutralisation und Alkali- 
sierung (entsprechend der Einwirkung von Ammoniak in den Kulturen) folgte. 
Bornand kommt auf diese Analyse von Guerbet zurück und legt Gewicht 
auf die Tatsache des Vorhandenseins saurer Reaktion in der ersten Phase 
des Umschlages. Da er mit neutraler oder schwach alkalischer Neutralrot- 
bouillon ohne Zuckerzusatz ein ziemlich schlechtes Resultat erhalten hatte, 
das sich durch Agarzusatz verbessern ließ, so hielt er dafür, daß im Agar 
eine für Bact. coli unter wenn auch noch so geringer Säurebildung angreifbare 
Substanz vorkommen müsse. Wenn wir auch dazu geneigt waren, diese 
verbessernde Wirkung des Agarzusatzes mit Rothberger vor allem darin zu 
erblicken, daß durch dessen Gegenwart das Eindringen des Luftsauerstoffe 
ins Kulturmedium eine Hemmung erfährt, so erheischte doch auch die Frage 
des Bestehens einer weiteren günstigen Wirkung des Agars im Sinne von 
Bornand eine nähere Prüfung!). Wir bedienten uns zunächst wie Bornand 
eines Neutralrotagars von der Zusammensetzung nach dem Oldekopschen 
Rezept. Der Rothbergersche Nährboden erfuhr durch Scheffler (1900) die 
erste Modifikation, der ihm Dextrose zusetzte behufs Beschleunigung des 
Eintritts der Reaktion. Diese wurde von ihm bereits auf die Wirkung nas- 
zierenden Wasserstofís zurückgeführt. Oldekop (1904) erreicht die besten 
Resultate bezüglich Raschheit des Eintretens und Prägnanz der charakte- 
ristischen Farbenveränderung dank einer Herabsetzung des Agargehaltes 
auf 0,3%, des Dextrosegehaltes auf 0,15%, bei Gegenwart von 1%, Liebigs 
Fleischextrakt, 2%, Pepton Witte, 0,5%, Kochsalz und 1% konzentrierter 
wässeriger Neutralrotlósung. Galli-Valerio und Bornand (1913) erhöhen die 
Agarmenge auf 0,6 bis 0,8%. Wir haben uns bei der Herstellung der sogleich 
zu beschreibenden Medien an diese letzte Modifikation gehalten, immerhin 
veranlaßt durch eine Angabe von Bredemann (C. f. B. II, 28, 409, 1909) 
unter Herabsetzung der Kochsalzmenge auf 0,2%. 


Um Anhaltspunkte zu gewinnen zur Beantwortung der Frage, 
welchen Anteil der Agar als solcher beim Ablauf der Neutralrotreaktion 
in chemischer Beziehung haben könnte, stellten wir uns vorerst drei 
Neutralrotagarmedien her von der Grundlage der soeben skizzierten 
Oldekopschen Zusammensetzung mit den angegebenen Modifikationen, 
die sich jedoch unterscheiden durch den Gehalt an gärbarer Substanz. 

l. Das an gärbarer Substanz ärmste Substrat erhielt keinen 
Zuckerzusatz, außerdem ist es mit einem durch Wasser ausgelaugten 





1) „Die stickstofffreien Substanzen des Agars gehören zur Gruppe 
der Pflanzenschleime oder vegetabilischen Gallerten, sind chemisch wenig 
bekannt, stehen aber in naher Beziehung zu den Cellulosen und dem Arabin. 
Beim Kochen mit Säuren liefern sie wenig Pentosen, aber verschiedene 
Hexosen, der Agar besonders Galaktose. Die Gelierstoffe gehören daher 
zur Gruppe der Kohlehydrate; daß der Agar aber nur ein bestimmtes 
Kohlehydrat enthält, ist nicht anzunehmen, isoliert ist von Greenish die 
Gelose, für die die Formel C,H,,O,, gefunden wurde.“ (Klostermann). 
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Agar hergestellt worden. 2. Das zweite Substrat unterscheidet sich 
von dem ersten nur dadurch, daß für seine Bereitung gewöhnlicher, 
nicht ausgelaugter Agar benutzt worden ist. 3. Das dritte Medium 
endlich enthält außerdem noch die von Oldekop vorgeschlagenen 0,15% 
Glucose. Die mit diesem an gärbarer Substanz jedenfalls am reichsten 
ausgerüsteten Nährboden hergestellte Kulturserie sollte hauptsächlich 
als Kontrolle dienen. Hier war zum mindesten von echtem Koli eine 
vollständige Reaktion zu erwarten, nämlich Gasbildung, Grün- 
fluoreszenz und Farbenumschlag in Kanariengelb. 


Die Agarauslaugung geschah in folgender Weise: Zu 200g klein- 
geschnittenen Stangenagars wird 1 Liter Leitungswasser gebracht und 
21, Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Der aufgequollene 
Agar wird hierauf in der Fleischhackmaschine gemahlen. Es werden noch 
2 Liter Leitungswasser zugefügt, wovon fast alles vom Agar aufgesogen 
wird. Stehen lassen bei Zimmertemperatur während weiterer 40 Stunden. 
Auspressen in der Hebelpresse durch Segeltuch (alle Maschinenbestand- 
teile vorher peinlich gereinigt). Es wird so lange mit langsam zunehmendem 
Druck gepreßt, bis die gallertige Masse eben beginnt zwischen den Maschen 
des Tuches zum Vorschein zu kommen. Ausbeute etwa 1, Liter Extrak- 
tionsfliissigkeit. Der Agarrückstand wird bei 37° getrocknet. 

Die Impfung unserer 40 Stämme erfolgte hier wie auch bei allen späteren 
Versuchen selbstverständlich immer mit frischen Kulturen. Es handelt 
sich um Bouillonkulturen, die während 24 Stunden bei 37% oder 48 Stunden 
bei 30% gewachsen waren und unmittelbar vor der Impfung aufgeschüttelt 
wurden. Impfmenge (hier wie auch späterhin) je eine mittlere Öse. 

Die Versuchskulturen werden bei 37° aufgestellt. Der Versuch führte 


zu folgendem Ergebnis (Tabelle II): 

Die Grünfluoreszenz ist also gerade in dem als an gärbarer Sub- 
stanz am ärmsten zu bewertenden Medium der Serie I im allgemeinen 
am raschesten eingetreten. Dadurch dürfte mittelbar die Rolle des 
Zuckers als der Reduktion relativ leicht unterliegender Stoff zum 
Ausdruck kommen. Da, wo er vorhanden ist, tritt die Fluoreszenz, 
d. h. die Reduktion des Neutralrots nicht so schnell ein, indem die 
Reduktion zuerst beim Zucker einsetzen dürfte. . Da die Fluoreszenz 
auch bei der zweiten Serie nicht so frühzeitig eintritt, so ist einerseits 
an die Möglichkeit zu denken, daß durch die Wasserextraktion dem 
Agar leicht reduzierbare Substanz entzogen wurde, andererseits bleibt 
es eine offene Frage, ob aus dieser Substanz auch Säure produziert wird. 

Kompletter Umschlag in allen drei Medien wurde nur durch 
drei Bacterium coli communior-Stämme hervorgerufen (Stamm 4, 8 
und ein nicht beschriebener), in den -Medien der Serien III und II 
tat dies der einzige Stamm von Bacterium coli commune im engeren 
Sinne (Stamm 9), der uns zur Verfügung gestanden hatte. Wenn 
sich nun auch die Überlegenheit des typischen Agars nach Oldekop 
in Serie 111 durch die verhältnismäßig große Zahl koliformer Organismen 
dokumentiert, die noch kompletten Umschlag verursachen, so ist 
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Tabelle II. 


I D m 
Neutralrotagar ohne Neutralrotagar ohne  Neutralrotagar mit 
Zuckerzusatz. Agar Zuckerzusatz. Agar 0,15% Glucose. 


mit Wasser aus» nicht ausgelaugt Agar nicht auss 
gelaugt. gelaugt 
Fluoreszenz schon nach 10% 7 (H A 
7 Stunden Stämme 1, 4, 8 Stamm 


D 5 
Kein Gas*) nach 3 Tagen | Stämme 26, 27, 28, 29, 30 


Gas nur in Serie III ES ge Ss 070 wë 
Gas nur in Serie III u. II nr Stämme 1, 10-23 
5 


si /o 
Stämme 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 13, 14, 15, 16, 
17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25 





Gas in allen 3 Serien 









Keine vollständige Re- 
aktion (Gas + Fluores- 
zenz - Kanariengelbfär- 


42,5 
Stämme 10, 12, 13, 14, 19, 20, 23, 26, 27, 28, 29, 30 
bung) innerhalb 3 Tagen Ke 


Vollstándige Reaktion 
nur in Serie III inner- — = - 1{56,6,7,11, 15,16 
halb 3 Tagen 17, 18,21, 22, 24 


25 
Vollstándige Reaktion , 
innerhalb 3 Tagen | Stamm 9 (schon nach 2] Stdn.) 
Vollständige Reaktion in TE? 
Sa 507 
SSES pl Ge Stämme 4, 8 (beide schon nach 21 Stunden 


andererseits als das auffallendste und unerwartete Ergebnis des Ver- 
suches hervorzuheben die Gasbildung in den ohne Zuckerzusatz ge- 
lassenen Medien der zweiten und ersten Serie nicht nur durch Koli- 
stämme, sondern auch durch eine stattliche Anzahl koliformer Orga- 
nismen. Es ist also auch im mit ausgelaugtem Agar hergestellten Neutral- 
rotagar immer noch eine gärbare Substanz vorhanden, bei deren Abbau 
wohl auch Säure entstehen dürfte. Dieser Umstand wirft auch ein Licht 
auf die vollständigen Reaktionen der Kolistämme in der zweiten und 
ersten Serie, die gerade durch die Gegenwart dieser gärbaren Substanz 
ermöglicht oder wenigstens erleichtert sein dürften. 

2. Versuch. Es war naheliegend, der Frage der Säurebildung 
aus Agar durch Bestimmung der Veränderung der Wasserstoffzahl 
(Wasserstoffionenkonzentration) im beimpften Substrat näher zu 





1) Von den 40 geprüften Stämmen sind hier nur 30 einzeln angeführt. 
Die Prozentzahlen beziehen sich aber auf alle 40 Stämme. 
*) Nadelprobe nach Burri und Staub angestellt. 


6* 
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treten. Wir bedienten uns zu diesem Zwecke der Indikatormethode 
in der Ausarbeitung von Michaelis, wobei als Indikatoren «-Dinitro- 
phenol, p-Nitrophenol, m-Nitrophenol und Phenolphthalein zur Ver- 
wendung gelangen, die Kulturflüssigkeit zur Abschwächung der Tiefe der 
Eigenfarbe mit 0,85proz. NaCl-Lösung verdünnt wird und durch An- 
wendung des Walpoleschen Prinzips!) ein exakter Vergleich zwischen 
der Farbe des mit Indikatorflüssigkeit versetzten Kulturröhrchens a 
und eines Vergleichsröhrchens c von bekannter Wasserstoffzahl (aus- 
gedrückt durch den Wasserstoffexponenten Ze) ermöglicht wird. 


Das Prinzip besteht darin, daß die Schwierigkeit der genauen Ver- 
gleichung, verursacht durch Trübung und Eigenfarbe der zu prüfenden 
Flüssigkeit, dadurch überwunden wird, daß hinter das Vergleichsindikator- 
röhrchen c bekannter py ein Röhrchen b ohne Indikator mit gleicher Menge 
zu prüfender Kulturflüssigkeit wie im zu prüfenden Röhrchen a gestellt 
wird; dadurch wird beim Hindurchsehen durch beide Röhrchen b und c 
zur Farbe des Indikatorröhrchens die Trübung des Kulturröhrchens addiert 
und ein direkter Vergleich mit dem mit Indikator versetzten Röhrchen a 
ist möglich. Hinter letzteres wird ein Röhrchen d mit Wasser gestellt zur 
Erzielung völlig analoger Verhältnisse. Alle dabei zu verwendenden Reagenz- 
röhrchen sollen von möglichst gleichem Lumen sein und gleiche Wanddicke 
haben; sie werden -zum Vergleich in einen schwarz gefärbten Holzblock 
gesteckt, der eine Vorrichtung zum Vorschalten einer Matt- und Blau- 
scheibe haben kann. Die Ablesung der py erfolgte jeweils bei einer Tempe- 
ratur von 18° der Vergleichsflüssigkeiten. 

Von einer titrimetrischen Bestimmung haben wir Umgang genommen 
von der Überlegung ausgehend, daß einzig der Gehalt an aktuellen H-Ionen 
für den Chemismus des Neutralrotumschlags maßgebend sein kann. Eine 
eventuelle Säurebildung aus Agarsubstanz, die so gering ist, daß es nicht 
zur Bildung freier H-Ionen kommt, dürfte für unsere Fragestellung ohne 
Belang sein. 

Als Teststämme wählten wir fünf solche, die die Neutralrotreaktion 
vollständig gegeben hatten (Stamm 4, 5, 8, 11, 25), im übrigen kulturellen 
Verhalten aber etwas verschieden waren, und einen, dessen Neutralrot- 
agarkultur außer Gasbildung erst am vierten Tage Spuren von Fluoreszenz 
aufwies (Stamm 21). 


Wir prüften folgende Substrate, die als Grundlage jeweils 19% 
Fleischextrakt Liebig, 2%, Pepton Witte und 0,1%, Kochsalz aufwiesen: 

1. 3proz. Agar ohne Zuckerzusatz. Der Agar wurde durch zwei- 
stündigen Aufenthalt im strómenden Dampf geschmolzen. Nach Klärung 
mit Eiklar wird mit NaOH alkalisiert, so daß pg 6,8 beträgt?). Nach 
Abfüllen zu 10 ccm in Reagenzgläser erfolgt fraktionierte Sterilisation. 
Schüttelkulturen. Der hohe Agargehalt wurde gewählt, um eventuelle 
Säurebildung leichter erkennen zu können. 


1) Biochem. Journ. 5, 207, 1910, zitiert bei Michaelis. 
2) Vgl. Dernby, Ann. Inst. Past. 85, 277, 1921; Tabelle S. 287. Bact. 
coli hat demgemäß ein py -Optimum von etwa 6,0 bis 6,8. 
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2. Agarextrakt-Wasser- Bouillon ohne Zuckerzusatz. Die durch die 
Agarauslaugung (s. 1. Versuch) erhaltene Flüssigkeit läßt sich nicht 
durch Papier filtrieren. Wir filtrierten daher vorerst durch entfettete 
Watte. Es resultiert eine trúbe, schäumende Flüssigkeit. Diese wird 
an Stelle von Leitungswasser bei der Herstellung der Bouillon benutzt. 
Y, Stunde strömender Dampf, durch Papier filtrieren. Es tritt all- 
mählich Stillstand der Filtration ein; die zweite Hälfte wird daher 
mit etwas Kieselgur (zwei gehäufte Teelöffel auf 500 ccm) geschüttelt 
und durch Nutsche abgesaugt. Das Filtrat erscheint klar. pj mittels 
NaOH auf 6,8 bringen. (Bis zum anderen Tage ist keine Trübung 
eingetreten, es haben sich nur einige kompakte Flocken ausgeschieden. 
Filtrieren.) Abfüllen zu 100 eem in Erlenmeyerkölbchen und fraktioniert 
sterilisieren. Ist dem Agar durch die Wasserextraktion gárbare Sub- 
stanz entzogen worden, so war zu erwarten, daß sich dies hier am Verlauf 
der Veränderungen der Wasserstoffzahl zeigen würde. 

3. Als Kontrollen dienten uns 1. eine Bouillon von obiger Grund- 
lage und Wasserstoffzahl, aber anstatt mit Agarextraktwasser mit 
Leitungswasser hergestellt; 2. die gleiche Bouillon mit einem Zusatz 
von Iproz. Dextrose. 

Die Bestimmung der Wasserstoffzahlen wurde nach 1-, 2- und 5tage- 
langer Bebrütung bei 37° ausgeführt. Zu diesem Behufe wurde die nötige 
Menge Kulturflüssigkeit (4 ccm) mittels steriler Pipette dem Kölbchen 
entnommen. Am Ende des Versuches stellten wir den reinen Zustand 
sämtlicher flüssigen Kulturen mittels Gelatineplatten fest. Die Kulturen 


der Stämme 4, 8 und 21 in Dextrosebouillon erwiesen sich dabei als bereits 
abgestorben. Die Versuchsresultate sind in Tabelle III wiedergegeben. 


Tabelle Ei I I. 





| || PH nach 24 Sendas | pa nach 48 Stunden | PH nach 5 gier 


[ja pampa mjvi1] n [mw 


Stamm 4 (CIRLS) MD [6,8 6,9 /7,0 6,8 |7,05] 7,0 















































52 
» D (CIRLS) M . 6,8 | 6,8 6,9 6,8 6,95 7,0 
» 8 (CIRLS) M .|68|7,6/7,155,2 | 6,8 
„ 11 (CRLS) VD .!|6,8|6,8|6,9 |5.2 7, '05 6,8 
„ 25 (PRLS) y. . |168 | 6,8 (6,8 '5,4 6,8 6,8 6,9 
„ 21 (CrLS) M. .|¡6,8|6,8 E 6,8 [68 
Kontrolle ungeimptt . ‚6,8 6,8 6,8 GR 8 6.8 2)|6.8 6,8 








Von einer ER der Wasserstoffzahl im Sinne der Er- 
höhung (bzw. Erniedrigung des py-Wertes) durch die Koli- und koli- 


1) I = 3 proz. Fleischextraktagar ohne Zuckerzusatz; II = Agar- 
extraktwasser-Bouillon ohne Zuckerzusatz; III = Leitungswasser-Bouillon 
ohne Zuckerzusatz; IV = Leitungswasser-Bouillon mit 1% Traubenzucker. 

2) Eine zweite ungeimpfte Kontrolle war nach 5 Tagen nicht mehr 
steril (Wachstum eines Streptokokkus und einer Sarzine), indem die Material- 
entnahme zur py -Bestimmung mittels Pipette nicht in aseptischer Weise 
geglückt ist. Ihr py beträgt nach 5 Tagen 6,4. 


68 DR Stuber: 


3. Prüfung der Süberfraktion Ag 1, Ag 2 und Ag 3 am pankreopriven E 
Versuch 1 bis 6. . 
Hund von 9300 g Gewicht, weiblich, 11, Jahre alt., 
Im Versuch vom 5. Januar bis 19. Februar 1922, 


Tabelle III. (S. auch Übersichtskurve Abb. 2). 








| 


AA S | m 
Urins | Zucker | Blutzucker | 
D | = er d KC Sg B k 
atum || menge | i | e |oUhr | Uhr | emerkungen 





„2 











A 








| 
5. I 700 | — — 0,09 | 0,10 | Gewicht 9300 g 
6. s00 | — | — | 0,08 | 0,10 
T. 500 | 0,1 0,5 | 0,09 | — || 10 Uhr vormittags Pankreasexsti 
8. 1200 | 05 | 60 | 0,28 | 0,32 
9. 1500 | 15 | 225 | 0,34 | 0,41 | Gallfarbstoff + 
10. 1200 | 24 1288 | 0,36 | 0,39 | e + 
11. 1000 || 3,0 | 30,0 || 0,35 | 0,42 ep + 
12 800 | 2,6 | 20,8 | 0,35 | 0,41 | + 
13 700 | 20 | 14,0 || 0,34 | 0,39 | Gewicht 7900 g 
14. 800 | 18 | 144 | 0,36 | 0,40 | Gallfarbstoff + 
15 1200 | 1,4 | 16,8 || 0,38 | 0,42 z + 
16 800 | 0,2 1,6 | 0,35 | 0,35 | Versuch 1 vgl. Tabelle D 
17 700 | 0,2 1,4 || 0,31 | 0,37 
18 1000 | 1,0 | 10,1 || 0,35 | 0,41 | Gewicht 7800 g 
19 1200 | 20 | 24,0 | 0,39 | 0,44 | 
1200 | 0,9 | 10,8 || 0,41 | 0,40 | Versuch 2 vgl. Tabelle I\ 
1800 1,0 | 18,0 || 0,39 | 0,42 








ı Gewicht 7200 g 


2200 | 2,6 | 57,2 || 0,51 | 0,47 | Versuch 3 vgl. Tabelle IV 
1500 | 4,0 | 60,0 || 0,37 | 0,45 | Gewicht 7000 g 

II. || 2100 | 3,8 | 79,8 || 0,45 | 0,40 | Versuch 4 vgl. Tabelle IV 
1700 | 5,1 | 86,7 || 0:43 | 0,49 | Gewicht 7100g 


1400 | 54 | 75,6 || 0,56 | 0:42 | Versuch 5 vgl. Tabelle IV 


10 1400 Y 2,2 | 30,8 || 0,26 | 0,30 

11. 1700 | 3,0 | 51,0 || 0,30 | 0,37 | Gewicht 7100 g 

12. 2200 | 26 | 57:2 | 0,35 | 0,41 

13. 1900 | 20 | 38,0 || 0,39 | 0,31 | Versuch 6 vgl. Tabelle IV 
14 2000 | 1,3 | 26,0 | 0,28 | 0,25 

15 1700 | 20 | 34,0 || 0,24 | 0,30 

16. 1400 | 4,5 | 63,0 || 0,37 | 0,48 

17. 1700 | 4,5 | 76,5 || 0,44 | 0,54 | Gewicht 7000 g 

18. 1900 | 2,7 | 40,3 || 0,42 | 0,40 

19. Kg weg 0:29 | — | 


Gegen 4 Uhr nachmittags wird das Versuchstier tot im Käfig a 
gefunden. Das Tier hatte eine Lebensdauer von etwa 6 Wochen nach c 
Totalexstirpation des Pankreas. 
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Tabelle IV. 
Sumrsersere sch subkutaner Injektion von 
Sgerensmesexırakt Ag L Ag 2 und Ag 3. 


Ss 


Lu zu (13.0. 





er Saat: àgil Agl | Ag 2 
== Menge: Jom Lecam ac 


ma 
"em ces Vereen. ` bL ML 26. 1. 
el AE 











Ve ge === a BA | 0,51 | 0,45 ` 0,56 | 0,39 
iE ma ze ynon.. 038 045 | 0,56 | O, 0,53 | 0,37 
n.a 040 || 041 | 0,58 0,42 | 0,30 
Br m m 028 032 | 0,52 | 0,59 040 | 0,30 
Be e m an 032 031 | 0,45 | 0,50 0,41 | 0,2 
Be T wë 032,034 | 048 045 042 | 0,20 
el I I I 11 a2 037| 050:043 041 | 0,2 
C" - OH 037 | 051 , 045 042. 0,30 
Es ta Ca 034.039 | 049 043 040 0,28 


z pub reen starke toxische Erscheinungen, bisweilen mit Kxitun 
me > “xs l Stunde hervorrufen. Bei unseren Versuchen hier am 
wimsirsen Hunde waren aber keinerlei Nebenerscheinungen al: 
Szen We hei den Vorversuchen an den adrenalinglykmurischen 
Emsam so zeigte auch in diesem Versuche am pankreopriven 

Eur ir Extrakt Ag3 den weitaus größten antidiabetischen Kinflub. 
be Tersuch vom 7. Februar (Tabelle IV) zeigt die stärkste und resche? 
Sarıng des Bintzuckerspiegels, die überhaupt bei unseren Versuchen 
==: wurde ¿von 0,56 auf 0,40 in 5 Minuten). 

Auffallend bleibt das sofortige Sinken des Zuckerspirgeln nach 
= herrion, während bei fast allen anderen Versuchen in den srauni 
* Easten ein geringer Anstieg zu verzeichnen war. 

_ Es handelt sich bei den hier aufgeführten Versuchen siet"! 
"Sëch um eine Totalexstirpation des Pankreas. Minkenoska (2) 
ion zusdrücklich die Wichtigkeit der vollständigen Bartirpatsm 
| ès Pankreas: dem schon vereinzelte Beste der Dros: kommt das 
Isstandekommen des Diabetes verhindern bzw. einen: intermittierenden 
bier? ee Diese Fälle, von denen wir ab nsdir ene: hin, 
d hier absichtlich nicht erwähnt, obwohl auch Lei Arm Vera hun 


ine ziemlich eindentige $ a Ge BEA LES 
zielt de. Senkung des A m ÍA f 


parah 
ertraktem konnte eine zum Teil sehr erhebliche. Sue" F HS, 








Abb. 2. Hund 1: ih Jabr alt, weiblich. Gewicht 9,3 kg. 


Pankreasexstirpation am 7. Januar 1922, Im Versuch vom 5. Januar bis 19. Februar 1922. 


Urinzucker. 





— — — Blutzucker. 


Die 24stündige Gesamt- 
zuckerausscheidung im 
Harn war an den Versuchs- 
tagen dem Sinken des Blut- 
zuckerspiegelsentsprechend 
jeweils herabgesetzt. 

Ein Teil der Extrakte 
vermochte auch bei Kanin- 
chen* die Adrenalinglyko- 
surie erheblich abzukúrzen, 
in einem Falle sogar ganz 
aufzuheben. 

Die Unregelmäßigkeit 
in der Zuckerausscheidung 
pankreasloser Hunde bietet 
allerdings große Schwierig- 
keiten in der Beurteilung 
der Frage, ob eine Substanz 
die Zuckerausscheidung 
herabsetzt oder nicht. 

Aber die Ergebnisse 
unserer experimentellen 
Untersuchungen, bei denen 
die Senkungen des Blut- 
spiegels bei den Injektionen 
bei weitem die Tages- 
schwankungen der Blut- 
zuckerkurve übertreffen 
und bei denen zum Teil die 
Abendwerte tiefer liegen 
als die Nüchternwerte, so- 
wie die Tatsache, daß die 
Urinkurve größtenteils syn- 
chron mit der Blutkurve 
verläuft, lassen unzweifel- 
haft einen diabeteshem- 
menden Einfluß unserer 
Extrakte erkennen. Über 
die chemische Natur der 
wirksamen Extraktstoffe 
sagen die Versuche nichts 
aus. Dazu ist die zunächst 
nur orientierend gedachte 
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Darstellungsmethode noch ungeeignet. Man kónnte immerhin an die 
biogenen Amine im Sinne Guggenheims denken. Darüber werden wir 
in weiteren Arbeiten demnächst berichten. 
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Í 
Über das Wesen der Neutralrotreaktion in Bakterienkalteren: 1. E 


Von 
Hans Geilinger und Karl Schweizer. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des eidgenössischen a 
Gesundheitsamtes, Bern.) b 


(Eingegangen am 5. März 1923.) 


I. Einleitung. 

Der Rothbergerschen Neutralrotreaktion wird noch heutzutage 
bei der Charakterisierung von Reinkulturen im Gebiete der Typhus- 
Koligruppe Wert beigemessen. Ist nun auch der typische Farbumschlag 
von Rot in Kanariengelb mit gleichzeitigem Auftreten einer Grün- 
fluoreszenz sehr sinnfällig und wird er auch nie bei Bact. typhi oder 
Bact. dysenteriae beobachtet, so ist er doch andererseits für Bact. coli 
nicht spezifisch. Auch besitzen wir in der Gasbildung aus verschie- 
denen Zuckerarten, besonders bei Berücksichtigung von relativer 
Gasmenge und Gaszusammensetzung ein Kolikriterium, das das Merk- 
mal der Neutralreduktion entbehrlich erscheinen lassen dürfte. Dies 
besonders, wenn diese Reduktion beim Bact. coli als Funktion der 
Bildung von Wasserstoff bewertet werden müßte. 

Die Bedeutung dieser Farbreaktion mußte eine Erweiterung er- 
fahren, als man sie in der hygienischen Wasserbegutachtung zu ver- 
wenden begann. Hierbei bevorzugte man die flüssige Form des Nähr- 
substrats (Makgill, Savage, Stokes, Moore und Revis, Braun, Bulır, 
Lacomme, Gage, Sicre, Vincent, Guerbet, Jungeblut) gegenüber der ur- 
sprünglichen festen (Rothberger, Scheffler, Oldekop). Wäre der Charakter 
der Reaktion bei dieser flüssigen Modifikation des Verfahrens ein 
beständiger, so hätte sich daraus eine Vereinfachungsmöglichkeit er- 
geben; man hätte dann auf das Auffangen des Gärgases verzichten 
können. Dies immerhin unter der Voraussetzung, daß nur gasbildenden 
Mikroorganismen die Fähigkeit der Neutralrotreduktion zukomme. 
Der Neutralrotumschlag erwies sich aber als unbeständig. 

Eine prinzipielle Änderung in der Bewertung der Reaktion mußte 
sich einstellen, als Rochaix und Dufourt im Jahre 1910 auf die Tat- 


Baan: 


ee 
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sache hinwiesen, daß der charakteristische Farbumschlag in mit Wasser 
beimpften Neutralrotnährmedien ohne weiteres, d. h. ohne anschließende 
bakteriologische Identifizierungsarbeiten, auf die Verunreinigung mit 
Fäkalien, Urin, Dung oder Jauche zu schließen gestatte; denn so wurde 
die Rolle als Verschmutzungsindikator vom Kolibakterium auf das 
Neutralrotdifferenzialnährmedium übertragen. Diese Autoren machten 
nämlich die Beobachtung, daß Mikroorganismen, die sich durch das 
Vermögen der Harnstoffvergärung auszeichnen, immer auch die Fähig- 
keit zukommt, Neutralrot in der charakteristischen Weise zu ver- 
ändern. Das Verfahren wurde im Sinne von Rochaix und Dufourt 
angewandt von Galli-Valerio und Bornand, wobei diese Autoren wieder 
zur Verwendung festen Nährsubstrats, des Agars, zurückkehrten. 


Die verwendeten Versuchsbakterienstämme (Bacterium coli im engeren und 
weiteren Sinne). 


Für das Studium einer biologischen Reaktion von solcher Viel- 
seitigkeit mußte auch ein vielseitiges Bakterientestmaterial wünschbar 
erscheinen, aus dem dann je nach Bedürfnis für die einzelnen Versuche 
eine Auswahl getroffen werden konnte. Mandoul und Gruat betonen 
z. B. die hygienische Wichtigkeit der sogenannten koliformen Bakterien 
bei der Erkennung nicht einwandfreien Trinkwassers. Zu diesen 
rechnen sie aber unter anderem auch Gelatine verflüssigende Arten, 
die Indol bilden. Wir waren daher bestrebt, uns neben dem typischen 
Darmkoli eine Anzahl mehr oder weniger abweichender Unterarten 
und Rassen zu verschaffen, wie sie im sogenannten Kaltblüterkoli, 
Graskoli, Mehlkoli, Bact. cloacae bekannt geworden sind. Hingegen 
haben wir uns dabei nicht mit Pathogenen beschäftigt, die bei der ` 
Art der Fragestellung einstweilen kein besonderes Interesse boten. 


Unser Bakterienmaterial, das mittels Endoplatten und nachfolgender 
zweimaliger Gelatineplattenpassage isoliert wurde, bestand aus 40 Stämmen, 
von denen hier 30 zur Charakterisierung gelangen werden. Es sind gram- 
negative, sporenlose Stäbchen, ‚sogenannte Kurzstäbchen, von plumper 
bis ziemlich schlanker Gestalt. Verhältnismäßig schlank sind die gelb- 
wachsenden Gelatineverflüssiger Stamm 25, 27, 28, 29 und 30 (,,Mehl- 
koli‘‘), worunter 27 sich durch Bildung rundlicher oder wurstförmiger, 
scharf abgegrenzter Zoogloeamassen als Bact. herbicola aureum Burri 
und Düggeli dokumentiert. Der auch hierher gehörende Stamm 26 zeigt 
plumpe Formen. Schlank sind auch der als Bact. cloacae Jordan an- 
zusprechende Stamm 24, ferner Stamm 21, der Neigung zur Fadenbildung 
aufweist, Stamm 12, der sich durch seinen ihm auch nach einjähriger Über- 
impfung anhaftenden brenzlich-aromatischen bis muffigen Geruch aus- 
zeichnet und schließlich Stamm 13, der in die gleiche Untergruppe gehört, 
doch geruchlos wächst. Die Dimensionen halten sich innerhalb der für 
Bact. coli bekannten Größen. | 
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Bei Stamm 1, 6, 9, 10, 11, 21, 22 und 23 konnte Eigenbewegung in 
jungen Kulturen nicht beobachtet werden (Geißelfärbungen wurden nicht 
ausgeführt), alle anderen waren mehr oder weniger rasch beweglich, be- 
sonders die gelbwachsenden Gelatineverflüssiger zeigten rapide Orte- 
veränderung. 

Das Wachstum in gewöhnlicher Bouillon bei 33° ergibt diffuse Trübung, 
die am zweiten Tage die Bildung staubigen Bodensatzes zur Folge hat. 
Auch erscheinen dann öfters Niveauringe an der Glaswand, besonders gut 
ausgebildet bei den als Bact. aerogenes anzusprechenden Stämmen 10, 11, 
22, 23 und den Mehlkolistämmen. Mit Flockenbildung wachsen die Stämme 
24 und 21, welch letzterer die Bouillon im übrigen fast klar läßt. 

Die Kolonien auf Gelatineplatten bestehen aus ziemlich dickem Belag, 
sie sind entweder rundlich gelappt (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 21) oder gelappt 
bis kreisrund (12, 13, 17) oder fast kreisrund, dabei verhältnismäßig flach 
(14, 15, 16, 18, 19, 20) oder kreisrund und dabei stärker gewölbt, aerogenes- 
artig (10,11, 22, 23) oder mehlkoliartig, d.h rundlich bis kreisrund, zuerst 
farblos, nach einigen Tagen dottergelb werdend und die Gelatine nach 
5 bis 7 Tagen verflüssigend (25, 26, 27, 28, 29, 30) oder punktartig, farblos 
und darauf nach 3 Tagen die Gelatine verflüssigend (24). In überein- 
stimmender Weise verhalten sich die Gelatinestichkulturen, die Y, Jahr 
auf Verflüssigung beobachtet wurden. Hier zeichnet sich Stamm 21 durch 
dicht behaarten Stich aus. Das aerogenesartige Wachstum der Stämme 
10, 11, 22 und 23 kommt auch durch starke Ausbildung schleimiger Sub- 
stanz auf Agar gut zum Ausdruck. Stamm 24 fällt auf durch auf den Strich 
beschränktes Wachstum in Agarstrichkulturen. Auf leicht alkalisierten 
Kartoffeln wachsen die Organismen recht verschiedenartig, in verschieden 
dicker Schicht, verschieden getöntem Grau, die Mehlkoli werden bald mehr 
oder weniger intensiv gelb. Bei Stamm 24 tritt im stärkehaltigen Wasser 
in der Kuppe des Röhrchens Gasbildung ein, der schmutzig-blaßgelbe 
. Belag wird später unter Einsinken rostbraun, doch kommt es nicht zum 
Kartoffelzerfall. Schwefelwasserstoffbldung wurde nachgewiesen mittels 
Bleiacetatpapierstreifens, sie war nicht zu beobachten bei Stamm 11, 13 

24. 

In Milch (37°) und Lackmusmilch (33°) lassen sich fünf Gruppen unter- 
scheiden: 

1. Es bringen die Milch zur Gerinnung bei saurer Reaktion die Stämme 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23. 

2. Die Milch gerinnt bei alkalischer Reaktion durch die Stámme 27, 
28, 29, 30. 

3. Die Milch zeigt einen Umschlag von alkalisch in sauer und gerinnt 
dann: Lackmusmilch rot am siebenten Tage, bei den Stámmen 9, 13, 25 
(bzw. violett nach Blaufárbung am neunten Tage bei Stamm 26). 

4. Es kommt nicht zur Gerinnung nach 19 Tagen, Reaktion alkalisch 
bei Stamm 12 und 21. 

5. Stamm 24 endlich verursacht Gerinnung am zweiten Tage bei 
neutraler Reaktion, worauf am siebenten Tage Peptonisierung einsetzt, 
am dritten Tage Entfärbung der Lackmusmilch. 

Die Gerinnungszeit betrug 1 bis 12 und bei einem Stamme (16) 19 Tage 
(379). Achtmalige Passagen in Milch haben sie nicht in deutlicher Weise 
beeinflußt. 

Bei der Klassifizierung unserer 40 Stämme ließen wir uns einerseits 
vom Einteilungsprinzip Mandoul und Gruats leiten, benutzten dann anderer- 
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seits bei der Aufteilung in Untergruppen einige weitere, hauptsáchlich von 
amerikanischen Autoren propagierte Kriterien. Mandoul und Gruat ziehen 
fur ihre Einteilung fünf Hauptmerkmale heran, deren Reihenfolge nach 
ihrer Wichtigkeit aufgestellt ist; jedes Merkmal wird, wenn positiv, wieder- 
gegeben durch einen Buchstaben, wenn negativ mit Ausnahme des ersten 
überhaupt nicht verzeichnet: 


1. Verflüssigung der Gelatine (P), keine Verflüssigung der Gelatine 
bzw. Koli im dhgern Sinne (C). 

2. Indolbildung (1). 

3. Neutralrotreaktion (R). 

4. Gasbildung!) aus Lactose (L). 

5. Gasbildung!) aus Saccharose (S). 


Es ergeben sich auf diese Weise übersichtliche Symbole für die wich- 
tigsten Typen. So wird z. B. Bact. coli commune, das Gelatine nicht 
verflüssigt, Indol bildet, Neutralrot zum Umschlag bringt, aus Lactose, 
nicht aber aus Saccharose Gas bildet, bezeichnet durch „CIRL“. 


Ein weiteres Merkmal von beträchtlicher Wichtigkeit bildet der Kohlen- 
säurewasserstoffquotient des gebildeten Gases. Da dessen genaue Ermittlung 
indessen umständlich ist und eine besondere Apparatur erfordert, so be- 
dienten wir uns an dessen Stelle zweier anderer Reaktionen, die, worauf 
Levine (16) hinweist, mit seinem Verhalten parallel gehen: die Methylrot 
(M)- und die Voges- Proskauer (V) -Reaktion. Hoher Wert des obigen Quo- 
tienten, positive Voges-Proskauer-Reaktion und Alkalinität (Gelbfärbung) 
gegenüber Methylrot [d.h. bei unserer Bezeichnungsweise: ‚Fehlen der 
Methylrot (M) -Reaktion‘‘] soll nach diesem Autor im allgemeinen charak- 
teristisch sein für Nichtfäkalstämme; der natürliche Standort koliähnlicher 
Bakterien mit der Fähigkeit zur Bildung von Acetyl-Methylcarbinol, welches 
den positiven Ausfall der Voges-Proskauer-Reaktion bedingt, sei wahr- 
scheinlich der Boden [Levine (17). Zu den Voges-Proskauer-positiven 
Organismen gehören auch Bact. aerogenes Escherich und Bact. cloacae. 
Stovall und Starr Nichols wiesen dann auf das nicht seltene Vorkommen 
von sich unregelmäßig verhaltenden Rassen hin, die methylrotsauer waren 
und doch positive Reaktion nach Voges- Proskauer ergaben. 

Mac Conkey [Journ. Hyg. 1909 zitiert bei Levine (16)] zieht als Kri- 
terium für die Aerogenesgruppe das Fehlen der Dulzitvergärung heran 
nach folgendem Schema: 





Saccharose Dulzit 
Bact. acidi lact. . . . 2 2 2 2... 
Bact. (lact.) ser... ....... 
Bact. coli commune 
Bact. coli communior 











Dies ist das dritte Kriterium, welches uns für die Aufstellung von 
Untergruppen diente, und zwar berücksichtigten wir dabei nur die Ver- 
gärung unter Gasbildung (,D‘). 


1) Mandoul und Grat bedienen sich des Ausdruckes ,,fermentation“, 
wir haben für die Klassifizierung nur das Gasbildungsvermögen berück- 
sichtigt. 
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An Hand der beifolgend wiedergegebenen Tabelle I ergibt sich oun 
folgende Gruppierung unserer Stámme: 


Unterart: 


1. CIRLS (Bact. coli communior) 1. Rasse MD Stämme 1, 2, 3, 4 
2 ,9 M (E 5, 6, 7, 8 
2. CIRL (Bact. coli commune) . 1 „ MD Stamm 9 
3 RER, o ia 3 2. 2.54 1 » VMD ,, Y 
2 » VD 2 11 
3 an VM Stämme 12, 13 
4 » M s 14, 15, 16,17, 18 
19, 20, 21 
5 w Ve e 22, 23 
APRES: ira wen L „ V e 24, 25 
DPI AAA E l. ,„ VM Stamm 26 
E GER 1 „ M Stämme 27, 28, 29 
2 » V Stamm 30 


Zeichenerklarung zu Tabele I. 


Neutralrotreduktion: 


+ = komplette Reaktion, d. h. Gasentwicklung, Fluoreszenz 
und Kanariengelbfärbung innerhalb 24 Stunden bei 37°. 
(+) = Fluoreszenz innerhalb 24 Stunden, Reaktion später 
komplett. 
£ = Fluoreszenz später als nach 24 Stunden, Reaktion bleibt 
unvollständig. 
= weder Farbenumschlag noch Fluoreszenz oder Gasbildung. 
Zuckor- und Dulzitvergärung. 
Säurebildung: 
Rotfärbung, 
neben Rot- auch noch Violett- oder EE (oben). 


+ 
(+) 
— Blaufárbung. 


Gasbildung: 
+ = spontan gebildete Gasblasen in verschiedener Menge, 
tz = Gasbildung nur bei Anwendung der Nadelprobe nach 
Burri und Staub nachweisbar, 
— = Gasbildung auch bei Anwendung der Nadelprobe nicht 


nachweisbar. 
DE een 
+ = kirschrot, 
(+) = beinahe kirschrot, 
+ = ziegelrot bis orange, 


zitronengelb. 


Anmerkungen zu Tabelle I. Betreffend Fundort: Bei den Kolinachweis- 
methoden nach Eijkman und anderen wird durch Bebrútung bei Tempe- 
raturen über 37° das Wachstum der sogenannten Kaltblüterkoli auszu- 
schalten versucht. Wir haben bei den hier in Rede stehenden Versuchen 
immer die Temperatur von 37° benutzt, legten aber andererseits doch 
Wert darauf, auch vom Kaltblüter herrührende Stämme heranzuziehen. 
Alle diese stammen vom Regenwurm. 
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Betreffend Indolbildung: Für den Indolnachweis verwendeten wir 
2 proz. 'Peptonwasser. Er geschah nach Morelli (Beobachtung während 
6 Tagen bei 33°) und Ehrlich- Böhme (bei den 6tägigen Kulturen, Chloroform- 
ausschüttelung). Beide Reaktionen ergeben gute Übereinstimmung. 


Betreffend Neutralrotreduktion: Der Neutralrotagar bestand aus 
2,0% Pepton Witte, 0,8% Fleischextrakt Liebig, 0,2% Kochsalz, 0,15% 
Glucose, 0,7% Agar, 1% gesättigter wässeriger Lösung von Neutralrot 
und war schwach alkalisch; Rezept nähert sich dem Oldekop-Bornandschen, 
es wird aber weniger Kochsalz verwendet gemäß dem Dextroseagar-Rezept 
von Bredemann (C. f. B. II. Abt., 23, 409). Ausgangsmaterial: 24stúndige 
Bouillonkulturen, bei 37% gewachsen. 

Betreffend Vergárung: Zur Prüfung auf Säurebildung wurden Schräg- 
agarkulturen mit Zusatz von Lackmustinktur, zur Prüfung auf Gasbildung 
Schüttelkulturen verwendet. Die Menge der Zucker- und Lackmustinktur- 
zusätze betrug: 


Schrägagarkulturen | Schüttelkulturen 
0%, Zucker 0h Lackmus | 0/, Zucker 








Die Grundzusammensetzung dieser Zuckeragare ist folgende: 


1,0 bis 1,5% Fleischextrakt Liebig. 
1,0% Pepton Witte. 
0,2% Kochsalz. 
1,7% Agar. 
Reaktion neutral. 


Beim Dulzit stand uns nur eine beschränkte Menge zur Verfügung. 
Es wurden deshalb für die Schrägagarkulturen nur je 1%ccm des Nähr- 
mediums verwendet; für die Schüttelkulturen bedienten wir uns der Uhlen- 
huthschen Präzipitationsgläser (je 14,ccm Dulzitagar), worin die Höhe 
der Agarsäulen etwa 4 bis 44, cm betrug. In Kombination mit der Nadel- 
probe nach Burri und Staub (5) dürfte sich diese Anordnung bei teurem 
Gärgut empfehlen. Die Nadelprobe wird ausgeführt durch Einstechen 
einer nicht zu dicken Platinnadel in den Náhrbodenzylinder. ‚‚Unmittelbar 
nach dem Herausziehen der Nadel oder bald nachher zeigen sich in der 
Ausdehnung des Stiches kleinere oder größere Gasbläschen, die sich mitunter 
rasch vergrößern, so daß es nachträglich zu einer Spaltung der gallertigen 
Masse kommt... . Selbstverständlich darf die Nadel in keiner Weise gekrümmt 
sein und muß mit ruhiger Hand geführt werden, damit man nicht Gefahr 
läuft, auf rein mechanischem Wege erzeugte Spalten und Risse mit Gas- 
blasen zu verwechseln. Am besten wird die Nadel parallel zur Wand des 
. Reagenzglases in der Entfernung von 1 bis 2 mm von dieser und bis in die 
Tiefe des Nährbodens eingestochen. Maßgebend sind namentlich die in 
der Tiefe sichtbar werdenden Gasperlen, während solche in der Nähe der 
Oberfläche nur mit Vorsicht bewertet werden dürfen‘. Bis zur eigentlichen 
Spaltung der Agaroberflächen ist es bei den uns vorliegenden Stämmen 
nicht gekommen. 
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Die Sáurebildung wurde in folgender Weise beobachtet: Bei den 
Dextrose- und Lactosemedien handelt es sich um bei 33% gestandene, zwei- 
tágige, bei den Saccharose- und Dulzitmedien um bei 36° gehaltene eintägige 
Kulturen. Die gleichen Verhältnisse betreffend Bebrütungstemperatur 
liegen vor bei den auf Gasbildung beobachteten Kulturen, doch war hier die 
Ablesung nicht an einen bestimmten Termin gebunden, sondern die Kulturen 
wurden während einigen Tagen täglich auf Gasbildung untersucht. 

Auffallend sind die Befunde, wo bei fehlender Säurebildung Gasbildung 
eingetreten ist. Das enzymatische Verhalten der Organismen in beiden 
Kulturen darf aber nicht ohne weiteres in Parallele gesetzt werden, da es 
sich im einen Falle um dem Luftsauerstoff sehr ausgesetzte Kulturen 
handelt, im anderen im Gegenteil um anaerobe. 

Betreffend Voges-Proskauer- und Methylrotreaktion: Zur Feststellung 
dieser beiden Reaktionen diente eine wässerige Lösung von je 0,5% Pepton 
Witte, Dextrose und Dikaliumphosphat. Das Gemisch weist folgende, 
nicht besonders eingestellte Reaktion auf: py = 7,5. Das Medium 
wurde von Clark und Lubs (Journ. Inf. Diseas. 17, 160, 1915, zitiert bei 
Levine, eod. loc. 18; Tanner, Bacteriology and Mycology of Foods 1919, 
S. 47 und 309) eingeführt. Es wurden je etwa 13 ccm abgefüllt und nach 
der Impfung 5 Tage: bei 30% gehalten. Dann brachten wir nach Vorschrift 
(Tanner, Le, S. 309) zu je 5ccm jeder Kultur 5 Tropfen einer Methylrot- 
lösung folgender Zusammensetzung: Methylrot 0,1; 95proz. Alkohol 300 ccm; 
destilliertes Wasser 200 ccm. | 

Umschlagsintervall des Methylrot in py: 4,2 (rot) bis 6,3 (gelb) (nach 
Kolthoff). 

Zu je 5 weiteren ccm jeder Kultur wurden 5 com 10proz. KO H-Lósung 
gebracht und das Gemisch während 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
beobachtet. Eine positive Reaktion zeigt sich an durch eine eosinrote 
Färbung mit Grünfluoreszenz. Die Reaktion ‚beginnt von oben her. Nach 
48 Stunden hat sich der Befund nirgends geändert. 

Allgemeines betreffend die Bezeichnungen nach dem System: Stämme 10, 
. 11, 22 und 23 sind als Bact. aerogenes anzusprechen; außer den schon im 
Text mitgeteilten Kriterien erhellt die Natur dieser vier Stämme aus der 
positiven Voges-Proskauer- und der negativen (Gelbfärbung) Methylrot- 
reaktion, wobei allerdings Stamm 10 durch gleichfalls schwach positive 
Methylrotreaktion eine Sonderstellung einnimmt. Aus Saccharose bilden 
alle vier Stämme Säure und Gas, verhalten sich also analog der Charakteri- 
sierung nach Mac Conkey. Gegenüber Dulzit ist das Verhalten uneinheitlich 
und man darf wohl, soweit es die geringe Zahl der Stämme gestattet, mit 
Levine (Journ. Inf. Diseas. 18, 361) einig gehen, der der Dulzitvergärung 
beim Bact. aerogenes geringen Wert beimißt. 

In Übereinstimmung mit den Angaben der Literatur [Levine (17)] zeigt 
auch unser als Bact. cloacae autzufássender Stamm 24 positive Voges- 
Proskauer- und negative Methylrotreaktion. Charakteristisch für diesen 
Stamm ist ferner die Saccharose- und Lactosevergärung. 

Betreffend den Begriff ‚Mehlkoli‘“‘ ist das nötige oben mitgeteilt, 
auch wurde auf den Herbikola-Stamm (Nr. 27) hingewiesen. Während 
hier zwei Stämme (28, 29) bei Voges-Proskauer- und Methylrotreaktion der 
Regel nicht folgen, tun dies Stamm 25 und 30; Stamm 26 nimmt eine 
Mittelstellung ein. . DEE i eo 

Die Bedeutung der Bezeichnungen ,,Bact. coli communior“ und ,,Bact. 
coli commune** ergibt sich aus der obigen Zusammenfassung. 
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IL. Über das Vorkommen einer gárbaren Substanz in Nährmedien ohne 
Zuckerzusatz. 


1. Versuch. Im Jahre 1911 zeigt Cuerbet, daß sich die Neutralrot- 
reaktion, wie sie in Bakterienkulturen sich abspielen dürfte, rein chemisch 
zur Darstellung bringen läßt. Dabei handelt es sich erstens um eine Reduktion 
des Farbstoffes in saurem Milieu, der dann eine Neutralisation und Alkali- 
sierung (entsprechend der Einwirkung von Ammoniak in den Kulturen) folgte. 
Bornand kommt auf diese Analyse von Guerbet zurück und legt Gewicht 
auf die Tatsache des Vorhandenseins saurer Reaktion in der ersten Phase 
des Umschlages. Da er mit neutraler oder schwach alkalischer Neutralrot- 
bouillon ohne Zuckerzusatz ein ziemlich schlechtes Resultat erhalten hatte, 
das sich durch Agarzusatz verbessern ließ, so hielt er dafür, daß im Agar 
eine für Bact. coli unter wenn auch noch so geringer Saurebildung angreifbare 
Substanz vorkommen müsse. Wenn wir auch dazu geneigt waren, diese 
verbessernde Wirkung des Agarzusatzes mit Rothberger vor allem darin zu 
erblicken, daß durch dessen Gegenwart das Eindringen des Luftsauerstoffs 
ins Kulturmedium eine Hemmung erfährt, so erheischte doch auch die Frage 
des Bestehens einer weiteren günstigen Wirkung des Agars im Sinne von 
Bornand eine nähere Prúfung?*). Wir bedienten uns zunächst wie Bornand 
eines Neutralrotagars von der Zusammensetzung nach dem Oldekopschen 
Rezept. Der Rothbergersche Nährboden erfuhr durch Scheffler (1900) die 
erste Modifikation, der ihm Dextrose zusetzte behufs Beschleunigung des 
Eintritts der Reaktion. Diese wurde von ihm bereits auf die Wirkung nas- 
zierenden Wasserstoffs zurückgeführt. Oldekop (1904) erreicht die besten 
Resultate bezüglich Raschheit des Eintretens und Prägnanz der charakte- 
ristischen Farbenveränderung dank einer Herabsetzung des Agargehaltes 
auf 0,3%, des Dextrosegehaltes auf 0,15% bei Gegenwart von 1%, Liebigs 
Fleischextrakt, 2% Pepton Witte, 0,5%, Kochsalz und 1% konzentrierter 
wässeriger Neutralrotlösung. Galli-Valerio und Bornand (1913) erhöhen die 
Agarmenge auf 0,6 bis 0,8%. Wir haben uns bei der Herstellung der sogleich 
zu beschreibenden Medien an diese letzte Modifikation gehalten, immerhin 
veranlaßt durch eine Angabe von Bredemann (C. f. B. II, 28, 409, 1909) 
unter Herabsetzung der Kochsalzmenge auf 0,2%. 


Um Anhaltspunkte zu gewinnen zur Beantwortung der Frage, 
welchen Anteil der Agar als solcher beim Ablauf der Neutralrotreaktion 
in chemischer Beziehung haben könnte, stellten wir uns vorerst drei 
Neutralrotagarmedien her von der Grundlage der soeben skizzierten 
Oldekopschen Zusammensetzung mit den angegebenen Modifikationen, 
die sich jedoch unterscheiden durch den Gehalt an gärbarer Substanz. 

1. Das an gärbarer Substanz ärmste Substrat erhielt keinen 
Zuckerzusatz, außerdem ist es mit einem durch Wasser ausgelaugten 


1) „Die stickstofffreien Substanzen des Agars gehören zur Gruppe 
der Pflanzenschleime oder vegetabilischen Gallerten, sind chemisch wenig 
bekannt, stehen aber in naher Beziehung zu den Cellulosen und dem Arabin. 
Beim Kochen mit Säuren liefern sie wenig Pentosen, aber verschiedene 
Hexosen, der Agar besonders Galaktose. Die Gelierstoffe gehören daher 
zur Gruppe der Kohlehydrate; daß der Agar aber nur ein bestimmtes 
Kohlehydrat enthält, ist nicht anzunehmen, isoliert ist von Greenish die 
Gelose, für die die Formel Ca Hasth gefunden wurde.“ (Klostermann). 

Biochemische Zeitschrift Band 138. 6 
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Agar hergestellt worden. 2. Das zweite Substrat unterscheidet sich 
von dem ersten nur dadurch, daß für seine Bereitung gewöhnlicher, 
nicht ausgelaugter Agar benutzt worden ist. 3. Das dritte Medium 
endlich enthält außerdem noch die von Oldekop vorgeschlagenen 0,15 %, 
Glucose. Die mit diesem an gärbarer Substanz jedenfalls am reichsten 
ausgerüsteten Nährboden hergestellte Kulturserie sollte hauptsächlich 
als Kontrolle dienen. Hier war zum mindesten von echtem Koli eine 
vollständige Reaktion zu erwarten, nämlich Gasbildung, Grün- 
fluoreszenz und Farbenumschlag in Kanariengelb. 


Die Agarauslaugung geschah in folgender Weise: Zu 200g klein- 
geschnittenen Stangenagars wird 1 Liter Leitungswasser gebracht und 
2% Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Der aufgequollene 
Agar wird hierauf in der Fleischhackmaschine gemahlen. Es werden noch 
2 Liter Leitungswasser zugefügt, wovon fast alles vom Agar aufgesogen 
wird. Stehen lassen bei Zimmertemperatur während weiterer 40 Stunden. 
Auspressen in der Hebelpresse durch Segeltuch (alle Maschinenbestand- 
teile vorher peinlich gereinigt). Es wird so lange mit langsam zunehmendem 
Druck gepreßt, bis die gallertige Masse eben beginnt zwischen den Maschen 
des Tuches zum Vorschein zu kommen. Ausbeute etwa 11, Liter Extrak- 
tionsflússigkeit. Der Agarrückstand wird bei 37° getrocknet. 

Die Impfung unserer 40 Stämme erfolgte hier wie auch bei allen späteren 
Versuchen selbstverständlich immer mit frischen Kulturen. Es handelt 
sich um Bouillonkulturen, die während 24 Stunden bei 37° oder 48 Stunden 
bei 30% gewachsen waren und unmittelbar vor der Impfung aufgeschüttelt 
wurden. Impfmenge (hier wie auch späterhin) je eine mittlere Öse. 

Die Versuchskulturen werden bei 37° aufgestellt. Der Versuch führte 


zu folgendem Ergebnis (Tabelle II): 

Die Grünfluoreszenz ist also gerade in dem als an gärbarer Sub- 
stanz am ärmsten zu bewertenden Medium der Serie I im allgemeinen 
am raschesten eingetreten. Dadurch dürfte mittelbar die Rolle des 
Zuckers als der Reduktion relativ leicht unterliegender Stoff zum 
Ausdruck kommen. Da, wo er vorhanden ist, tritt die Fluoreszenz, 
d. h. die Reduktion des Neutralrots nicht so schnell ein, indem die 
Reduktion zuerst beim Zucker einsetzen dürfte. . Da die Fluoreszenz 
auch bei der zweiten Serie nicht so frühzeitig eintritt, so ist einerseits 
an die Möglichkeit zu denken, daß durch die Wasserextraktion dem 
Agar leicht reduzierbare Substanz entzogen wurde, andererseits bleibt 
es eine offene Frage, ob aus dieser Substanz auch Säure produziert wird. 

Kompletter Umschlag in allen drei Medien wurde nur durch 
drei Bacterium coli communior-Stämme hervorgerufen (Stamm 4, 8 
und ein nicht beschriebener), in den -Medien der Serien III und II 
tat dies der einzige Stamm von Bacterium coli commune im engeren 
Sinne (Stamm 9), der uns zur Verfügung gestanden hatte. Wenn 
sich nun auch die Überlegenheit des typischen Agars nach Oldekop 
in Serie III durch die verhältnismäßig große Zahl koliformer Organismen 
dokumentiert, die noch kompletten Umschlag verursachen, so ist 
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Tabelle II. 


l I m 
Neutralrotagar ohne Neutralrotagar ohne  Neutralrotagar mit 
Zuckerzusatz. Agar Zuckerzusatz. Agar 0,15% Glucose. 


mit Wasser aus, nicht ausgelaugt Agar nicht aus» 
gelaugt. gelaugt 
Fluoreszenz schon nach 10% *) LK 59% 
7 Stunden Stämme 1, 4, 8 Stamm 5 


e ,5 
Kein Gas?) nach 3 Tagon | Stämme 26, 27, 28, A 30 | 
Gas nur in Serie 111 — = SE 12 
Gas nur in Serie III u. II — Stämme 1 Tas 
5 


Stämme 2, 3, 4, 5,6,7,8, 9, 11, 13. 14, 15, 16, 
17, 18, 19, 20. 21, 23, 24, 25 






Gas in allen 3 Serien 








Keine vollstándige Re- 

aktion (Gas + Fluores- ‚5% 

zenz + Kanariengelbfär- |Stämme 10, 12, 13, 14, 19, 20, 23, 26, 27, 28, 29, 30 

bung) innerhalb 3 Tagen 

Vollständige Reaktion 

nur in Serie III inner- >= = 
halb 3 Tagen 





25 


Vollständige Reaktion res 

innerhalb 3 Tagen Stamm 9 (schon nach 21 Stdn.) 

Vollstándige Reaktion in 

allen 3 Serien innerhalb 
3 Tagen 


i ‚8% 


Stämme 4, 8 (beide schon nach 21 Stunden 


andererseits als das auffallendste und unerwartete Ergebnis des Ver- 
suches hervorzuheben die Gasbildung in den ohne Zuckerzusatz ge- 
lassenen Medien der zweiten und ersten Serie nicht nur durch Koli- 
stämme, sondern auch durch eine stattliche Anzahl koliformer Orga- 
nismen. Es ist also auch im mit ausgelaugtem Agar hergestellten Neutral- 
rotagar immer noch eine gärbare Substanz vorhanden, be deren Abbau 
wohl auch Säure entstehen dürfte. Dieser Umstand wirft auch ein Licht 
auf die vollständigen Reaktionen der Kolistämme in der zweiten und 
ersten Serie, die gerade durch die Gegenwart dieser gärbaren Substanz 
ermöglicht oder wenigstens erleichtert sein dürften. 

2. Versuch. Es war naheliegend, der Frage der Säurebildung 
aus Agar durch Bestimmung der Veränderung der Wasserstoffzahl 
(Wasserstoffionenkonzentration) im beimpften Substrat näher zu 


1) Von den 40 geprüften Stämmen sind hier nur 30 einzeln angeführt. 
Die Prozentzahlen beziehen sich aber auf alle 40 Stämme. 
2) Nadelprobe nach Burri und Staub angestellt. 


6* 
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Bei Stamm 1, 6, 9,10, 11, 21, 22 und 23 konnte Eigenbewegung in 
jungen Kulturen nicht beobachtet werden (Geißelfärbungen wurden nicht 
ausgeführt), alle anderen waren mehr oder weniger rasch beweglich, be- 
sonders die gelbwachsenden Gelatineverflüssiger zeigten rapide Orts- 
veränderung. 

Das Wachstum in gewöhnlicher Bouillon bei 33° ergibt diffuse Trübung, 
die am zweiten Tage die Bildung staubigen Bodensatzes zur Folge hat. 
Auch erscheinen dann öfters Niveauringe an der Glaswand, besonders gut 
ausgebildet bei den als Bact. aerogenes anzusprechenden Stämmen 10, 11, 
22, 23 und den Mehlkolistämmen. Mit Flockenbildung wachsen die Stämme 
24 und 21, welch letzterer die Bouillon im übrigen fast klar läßt. 

Die Kolonien auf Gelatineplatien bestehen aus ziemlich dickem Belag, 
sie sind entweder rundlich gelappt (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 21) oder gelappt 
bis kreisrund (12, 13, 17) oder fast kreisrund, dabei verhältnismäßig flach 
(14, 15, 16, 18, 19, 20) oder kreisrund und dabei stärker gewölbt, aerogenes- 
artig (10,11, 22, 23) oder mehlkoliartig, dh rundlich bis kreisrund, zuerst 
farblos, nach einigen Tagen dottergelb werdend und die Gelatine nach 
5 bis 7 Tagen verflüssigend (25, 26, 27, 28, 29, 30) oder punktartig, farblos 
und darauf nach 3 Tagen die Gelatine verflüssigend (24). In überein- 
stimmender Weise verhalten sich die Gelatinestichkulturen, die Ya Jahr 
auf Verflüssigung beobachtet wurden. Hier zeichnet sich Stamm 21 durch 
dicht behaarten Stich aus. Das aerogenesartige Wachstum der Stämme 
10, 11, 22 und 23 kommt auch durch starke Ausbildung schleimiger Sub- 
stanz auf Agar gut zum Ausdruck. Stamm 24 fällt auf durch auf den Strich 
beschränktes Wachstum in Agarstrichkulturen. Auf leicht alkalisierten 
Kartoffeln wachsen die Organismen recht verschiedenartig, in verschieden 
dicker Schicht, verschieden getöntem Grau, die Mehlkoli werden bald mehr 
oder weniger intensiv gelb. Bei Stamm 24 tritt im stärkehaltigen Wasser 
in der Kuppe des Röhrchens Gasbildung ein, der schmutzig-blaßgelbe 
. Belag wird später unter Einsinken rostbraun, doch kommt es nicht zum 
Kartoffelzeríall. Schwefelwasserstoffbildung wurde nachgewiesen mittels 
Bleiacetatpapierstreifens, sie war nicht zu beobachten bei Stamm 11, 13 
und 24. 

In Milch (37°) und Lackmusmilch (33°) lassen sich fünf Gruppen unter- 
scheiden: 

1. Es bringen die Milch zur Gerinnung bei saurer Reaktion die Stämme 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,10, 11, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22, 23. 

2. Die Milch gerinnt bei alkalischer Reaktion durch die Stámme 27, 
28, 29, 30. 

3. Die Milch zeigt einen Umschlag von alkalisch in sauer und gerinnt 
dann: Lackmusmilch rot am siebenten Tage, bei den Stámmen 9, 13, 25 
(bzw. violett nach Blaufárbung am neunten Tage bei Stamm 26). 

4. Es kommt nicht zur Gerinnung nach 19 Tagen, Reaktion alkalisch 
bei Stamm 12 und 21. 

5. Stamm 24 endlich verursacht Gerinnung am zweiten Tage bei 
neutraler Reaktion, worauf am siebenten Tage Peptonisierung einsetzt, 
am dritten Tage Entfárbung der Lackmusmilch. 

Die Gerinnungszeit betrug 1 bis 12 und bei einem Stamme (16) 19 Tage 
(37°). Achtmalige Passagen in Milch haben sie nicht in deutlicher Weise 
beeinflußt. 

Bei der Klassifizierung unserer 40 Stämme ließen wir uns einerseits 
vom Einteilungsprinzip Mandoul und Gruats leiten, benutzten dann anderer- 
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sexis bei der Aufteilung in Untergruppen einige weitere, hauptsächlich von 
amerikanischen Autoren propagierte Kriterien. Mandoul und Gruat ziehen 
fur ihre Einteilung fünf Hauptmerkmale heran, deren Reihenfolge nach 
ihrer Wichtigkeit aufgestellt ist; jedes Merkmal wird, wenn positiv, wieder- 
gegeben durch einen Buchstaben, wenn negativ mit Ausnahme des ersten 
überhaupt nicht verzeichnet: 


1. Verflüssigung der Gelatine (P), keine Verflüssigung der Gelatine 
bzw. Koli im ehgern Sinne (C). 

2. Indolbildung (1). 

3. Neutralrotreaktion (R). 

4. Gasbildung!) aus Lactose (L). 

5. Gasbildung*) aus Saccharose (S). 


Es ergeben sich auf diese Weise übersichtliche Symbole für die wich- 
tigsten Typen. So wird z. B. Bact. coli commune, das Gelatine nicht 
verflüssigt, Indol bildet, Neutralrot zum Umschlag bringt, aus Lactose, 
nicht aber aus Saccharose Gas bildet, bezeichnet durch ‚„CIRL‘. 


Ein weiteres Merkmal von beträchtlicher Wichtigkeit bildet der Kohlen- 
säurewasserstoffquotient des gebildeten Gases. Da dessen genaue Ermittlung 
indessen umständlich ist und eine besondere Apparatur erfordert, so be- 
dienten wir uns an dessen Stelle zweier anderer Reaktionen, die, worauf 
Levine (16) hinweist, mit seinem Verhalten parallel gehen: die Methylrot 
(M)- und die Voges-Proskauer (V) -Reaktion. Hoher Wert des obigen Quo- 
tienten, positive Voges-Proskauer-Reaktion und Alkalinität (Gelbfärbung) 
gegenüber Methylrot [d. h. bei unserer Bezeichnungsweise: „Fehlen der 
Methylrot (M) -Reaktion**] soll nach diesem Autor im allgemeinen charak- 
teristisch sein für Nichtfäkalstämme; der natürliche Standort koliähnlicher 
Bakterien mit der Fähigkeit zur Bildung von Acetyl-Methylcarbinol, welches 
den positiven Ausfall der Voges-Proskauer-Reaktion bedingt, sei wahr- 
scheinlich der Boden [Levine (17). Zu den Voges-Proskauer-positiven 
Organismen gehören auch Bact. aerogenes Escherich und Bact. cloacae. 
Stovall und Starr Nichols wiesen dann auf das nicht seltene Vorkommen 
von sich unregelmäßig verhaltenden Rassen hin, die methylrotsauer waren 
und doch positive Reaktion nach Voges-Proskauer ergaben. 

Mac Conkey [Journ. Hyg. 1909 zitiert bei Levine (16)] zieht als Kri- 
terium für die Aerogenesgruppe das Fehlen der Dulzitvergärung heran 
nach folgendem Schema: | 





Bact. acidi lact. . . . 2 2 2 a.a. > 

Bact. (lact.) aer.. . ....... | + 

Bact. coli commune ....... | — | 
+ 


Bact. coli communior ...... 


Dies ist das dritte Kriterium, welches uns für die Aufstellung von 
Untergruppen diente, und zwar berücksichtigten wir dabei nur die Ver- 
gärung unter Gasbildung (,,D“‘). 


"1) Mandoul und Gruat bedienen sich des Ausdruckes ,,fermentation*“, 
wir haben für die Klassifizierung nur das Gasbildungsvermögen berück- 
sichtigt. 
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An Hand der beifolgend wiedergegebenen Tabele I ergibt sich :nun 
folgende Gruppierung unserer Stämme: 


Unterart: 
1. CIR LS (Bact. coli communior) 1. Rasse MD Stämme 1, 2, 3, 4 
» M „ 5,6,7,8 
2. CIRL (Bact. coli commune) . 1 » MD Stamm 9 
3- CRES: 2.8 aa es, ee 1 » VMD ,, 19 
2 » VD R3 11 
3 vn VM Stämme 12, 13 
4 » M ge 14, 15, 16,17, 18 
19, 20, 21 
5. >» V Ge 22, 23 
A PRES 602220504 ll , V Se 24, 25 
DPE A de l. , VM Stamm 26 
E A a 1. , M Stámme 27, 28, 29 
2 Aen V Stamm 30 


Zeichenerklärung zu Tabelle I. 


Neutralrotreduktion: | 
+ = komplette Reaktion, d. h. Gasentwicklung, Fluoreszenz 
und Kanariengelbfärbung innerhalb 24 Stunden bei 37°. 
(+) = Fluoreszenz innerhalb 24 Stunden, Reaktion später 
komplett. 
+ = Fluoreszenz später als nach 24 Stunden, Reaktion bleibt 
unvollständig. 
= weder Farbenumschlag noch Fluoreszenz oder Gasbildung. 
Greg und Dulzitvergärung. 
Säurebildung: 
+ = Rotfärbung, 
(+) = neben Rot- auch noch Violett- oder Blaufärbung (oben). 


— = Blaufárbung. 
Gasbildung 
+ = spontan gebildete Gasblasen in verschiedener Menge, 
+ = Gasbildung nur bei Anwendung der Nadelprobe nach 
Burri und Staub nachweisbar, 
— = Gasbildung auch bei Anwendung der Nadelprobe nicht 
nachweisbar. 
Methylrotreaktion: 
+ = kirschrot, 
(+) beinahe eg, 


+ = ziegelrot bis orange, 
= zitronengelb. 


Anmerkungen zu Tabelle I. Betreffend Fundort: Bei den Kolinachweis- 
methoden nach Eijkman und anderen wird durch Bebrütung bei Tempe- 
raturen über 37% das Wachstum der sogenannten Kaltblüterkoli auszu- 
schalten versucht. Wir haben bei den hier in Rede stehenden Versuchen 
“immer die Temperatur von 37° benutzt, legten aber andererseits doch 
Wert darauf, auch vom Kaltblüter herrührende Stämme heranzuziehen. 
Alle diese stammen vom Regenwurm. 
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Betreffend Indolbildung: Für den Indolnachweis verwendeten wir 
2proz. 'Peptonwasser. Er geschah nach Morelli (Beobachtung während 
6 Tagen bei 33°) und Ehrlich- Böhme (bei den 6tägigen Kulturen, Chloroform- 
ausschúttelung). Beide Reaktionen ergeben gute Übereinstimmung. 


Betreffend Neutralrotreduktion: Der Neutralrotagar bestand aus 
2,0% Pepton Wite, 0,8% Fleischextrakt Liebig, 0,2% Kochsalz, 0,15% 
Glucose, 0,7% Agar, 1% gesättigter wässeriger Lösung von Neutralrot 
und war schwach alkalisch; Rezept nähert sich dem Oldekop-Bornandschen, 
es wird aber weniger Kochsalz verwendet gemäß dem Dextroseagar-Rezept 
von Bredemann (C. f. B. II. Abt., 28, 409). Ausgangsmaterial: 24stündige 
Bouillonkulturen, bei 37% gewachsen. 

Betreffend Vergárung: Zur Prüfung auf Säurebildung wurden Schräg- 
agarkulturen mit Zusatz von Lackmustinktur, zur Prüfung auf Gasbildung 
Schüttelkulturen verwendet. Die Menge der Zucker- und Lackmustinktur- 
zusätze betrug: 


Schrägagarkulturen | Schiittelkulturen 
0, Zucker 0h Lackmus 0/4 Zucker 





Die Grundzusammensetzung dieser Zuckeragare ist folgende: 


1,0 bis 1,5% Fleischextrakt Liebig. 
1,0% Pepton Witte. 
0,2% Kochsalz. 
1,7% Agar. 
Reaktion neutral, 
Beim Dulzit stand uns nur eine beschränkte Menge zur Verfügung. 
Es wurden deshalb für die Schrägagarkulturen nur je l11,ccm des Nähr- 
mediums verwendet; für die Schüttelkulturen bedienten wir uns der Uhlen- 
huthschen Präzipitationsgläser (je 11,ccm Dulzitagar), worin die Höhe 
der Agarsäulen etwa 4 bis 4% cm betrug. In Kombination mit der Nadel- 
probe nach Burri und Staub (5) dürfte sich diese Anordnung bei teurem 
Gärgut empfehlen. Die Nadelprobe wird ausgeführt durch Einstechen 
einer nicht zu dicken Platinnadel in den Nährbodenzylinder. ‚‚Unmittelbar 
nach dem Herausziehen der Nadel oder bald nachher zeigen sich in der 
Ausdehnung des Stiches kleinere oder größere Gasbläschen, die sich mitunter 
rasch vergrößern, so daß es nachträglich zu einer Spaltung der gallertigen 
Masse kommt... . Selbstverständlich darf die Nadel in keiner Weise gekrümmt 
sein und muß mit ruhiger Hand geführt werden, damit man nicht Gefahr 
läuft, auf rein mechanischem Wege erzeugte Spalten und Risse mit Gas- 
blasen zu verwechseln. Am besten wird die Nadel parallel zur Wand des 
lases in der Entfernung von 1 bis 2 mm von dieser und bis in die 
Tiefe des Nährbodens eingestochen. Maßgebend sind namentlich die in 
der Tiefe sichtbar werdenden Gasperlen, während solche in der Nähe der 
Oberfläche nur mit Vorsicht bewertet werden dürfen‘. Bis zur eigentlichen 
Spaltung der Agaroberflächen ist es bei den uns vorliegenden Stämmen 
nicht gekommen. 
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Die Sáurebildung wurde in folgender Weise beobachtet: Bei den 
Dextrose- und Lactosemedien handelt es sich um bei 33° gestandene, zwei- 
tágige, bei den Saccharose- und Dulzitmedien um bei 36% gehaltene eintágige 
Kulturen. Die gleichen Verhältnisse betreffend Bebrütungstemperatur 
liegen vor bei den auf Gasbildung beobachteten Kulturen, doch war hier die 
Ablesung nicht an einen bestimmten Termin gebunden, sondern die Kulturen 
wurden während einigen Tagen täglich auf Gasbildung untersucht. 

Auffallend sind die Befunde, wo bei fehlender Säurebildung Gasbildung 
eingetreten ist. Das enzymatische Verhalten der Organismen in beiden 
Kulturen darf aber nicht ohne weiteres in Parallele gesetzt werden, da es 
sich im einen Falle um dem Luftsauerstoff sehr ausgesetzte Kulturen 
handelt, im anderen im Gegenteil um anaerobe. 

Betreffend Voges-Proskauer- und Methylrotreaktion: Zur Feststellung 
dieser beiden Reaktionen diente eine wässerige Lösung von je 0,5%, Pepton 
Witte, Dextrose und Dikaliumphosphat. Das Gemisch weist folgende, 
nicht besonders eingestellte Reaktion auf: pe = 7,5. Das Medium 
wurde von Clark und Lubs (Journ. Inf. Diseas. 17, 160, 1915, zitiert bei 
Levine, eod. loc. 18; Tanner, Bacteriology and Mycology of Foods 1919, 
S. 47 und 309) eingeführt. Es wurden je etwa 13 ccm abgefüllt und nach 
der Impfung 5 Tage: bei 30° gehalten. Dann brachten wir nach Vorschrift 
(Tanner, l. c., S. 309) zu je 5 ccm jeder Kultur 5 Tropfen einer Methylrot- 
lösung folgender Zusammensetzung: Methylrot 0,1; 95 proz. Alkohol 300 eem: 
destilliertes Wasser 200 ccm. 

Umschlagsintervall des Methylrot in py: 4,2 (rot) bis 6,3 (gelb) (nach 
Kolthoff). 

Zu je 5 weiteren ccm jeder Kultur wurden 5 ccm 10proz. KO H-Lösung 
gebracht und das Gemisch während 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
beobachtet. Eine positive Reaktion zeigt sich an durch eine eosinrote 
Färbung mit Grünfluoreszenz. Die Reaktion ‚beginnt von oben her. Nach 
48 Stunden hat sich der Befund nirgends geändert. 

Allgemeines betreffend die Bezeichnungen nach dem System: Stämme 10, 
11, 22 und 23 sind als Bact. aerogenes anzusprechen; außer den schon im 
Text mitgeteilten Kriterien erhellt die Natur dieser vier Stämme aus der 
positiven Voges-Proskauer- und der negativen (Gelbfärbung) Methylrot- 
reaktion, wobei allerdings Stamm 10 durch gleichfalls schwach positive 
Methylrotreaktion eine Sonderstellung einnimmt. Aus Saccharose bilden 
alle vier Stämme Säure und Gas, verhalten sich also analog der Charakteri- 
sierung nach Mac Conkey. Gegenüber Dulzit ist das Verhalten uneinheitlich 
und man darf wohl, soweit es die geringe Zahl der Stämme gestattet, mit 
Levine (Journ. Inf. Diseas. 18, 361) einig gehen, der der Dulzitvergärung 
beim Bact. aerogenes geringen Wert beimißt. 

In Übereinstimmung mit den Angaben der Literatur [Levine (17)] zeigt 
auch unser als Bact. cloacae aufzufassender Stamm 24 positive Voges- 
Proskauer- und negative Methylrotreaktion. Charakteristisch für diesen 
Stamm ist ferner die Saccharose- und Lactosevergárung. 

Betreffend den Begriff ‚„Mehlkoli“ ist das nötige oben mitgeteilt, 
auch wurde auf den Herbikola-Stamm (Nr. 27) hingewiesen. Während 
hier zwei Stämme (28, 29) bei Voges-Proskauer- und Methylrotreaktion der 
Regel nicht folgen, tun dies Stamm 25 und 30; Stamm 26 nimmt eine 
Mittelstellung ein. : 

Die Bedeutung der Bezeichnungen „Bact. ea communior“ und „Bact. 
coli commune“‘ ergibt sich aus der obigen Zusammenfassung. 


| 
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Il. Über das Vorkommen einer gärbaren Substanz in Nährmedien ohne 
Zuckerzusatz. 


1. Versuch. Im Jahre 1911 zeigt Guerbet, daß sich die Neutralrot- 
reaktion, wie sie in Bakterienkulturen sich abspielen dürfte, rein chemisch 
zur Darstellung bringen läßt. Dabei handelt es sich erstens um eine Reduktion 
des Farbstoffes in saurem Milieu, der dann eine Neutralisation und Alkali- 
sierung (entsprechend der Einwirkung von Ammoniak in den Kulturen) folgte. 
Bornand kommt auf diese Analyse von Guerbet zurück und legt Gewicht 
auf die Tatsache des Vorhandenseins saurer Reaktion in der ersten Phase 
des Umschlages. Da er mit neutraler oder schwach alkalischer Neutralrot- 


bouillon ohne Zuckerzusatz ein ziemlich schlechtes Resultat erhalten hatte, 


das sich durch Agarzusatz verbessern ließ, so hielt er dafür, daß im Agar 
eine für Bact. coli unter wenn auch noch so geringer Säurebildung angreifbare 
Substanz vorkommen müsse. Wenn wir auch dazu geneigt waren, diese 
verbessernde Wirkung des Agarzusatzes mit Rothberger vor allem darin zu 
erblicken, daß durch dessen Gegenwart das Eindringen des Luftsauerstoffs 
ins Kulturmedium eine Hemmung erfährt, so erheischte doch auch die Frage 
des Bestehens einer weiteren günstigen Wirkung des Agars im Sinne von 
Bornand eine nähere Prüfung!). Wir bedienten uns zunächst wie Bornand 
eines Neutralrotagars von der Zusammensetzung nach dem Oldekopschen 
Rezept. Der Rothbergersche Nährboden erfuhr durch Scheffler (1900) die 
erste Modifikation, der ihm Dextrose zusetzte behufs Beschleunigung des 
Eintritts der Reaktion. Diese wurde von ihm bereits auf die Wirkung nas- 
zierenden Wasserstoffs zurückgeführt. Oldekop (1904) erreicht die besten 
Resultate bezüglich Raschheit des Eintretens und Prägnanz der charakte- 
ristischen Farbenveränderung dank einer Herabsetzung des Agargehaltes 
auf 0,3 %, des Dextrosegehaltes auf 0,15%, bei Gegenwart von 1%, Liebigs 
Fleischextrakt, 2% Pepton Witte, 0,5% Kochsalz und 1% konzentrierter 
wässeriger Neutralrotlösung. Galli-Valerio und Bornand (1913) erhöhen die 
Agarmenge auf 0,6 bis 0,8 %. Wir haben uns bei der Herstellung der sogleich 
zu beschreibenden Medien an diese letzte Modifikation gehalten, immerhin 
veranlaßt durch eine Angabe von Bredemann (C. f. B. II, 28, 409, 1909) 
unter Herabsetzung der Kochsalzmenge auf 0,2%. 


Um Anhaltspunkte zu gewinnen zur Beantwortung der Frage, 
welchen Anteil der Agar als solcher beim Ablauf der Neutralrotreaktion 
in chemischer Beziehung haben könnte, stellten wir uns vorerst drei 
Neutralrotagarmedien her von der Grundlage der soeben skizzierten 
Oldekopschen Zusammensetzung mit den angegebenen Modifikationen, 
die sich jedoch unterscheiden durch den Gehalt an gärbarer Substanz. 

l. Das an gärbarer Substanz ärmste Substrat erhielt keinen 
Zuckerzusatz, außerdem ist es mit einem durch Wasser ausgelaugten 


1) „Die stickstofffreien Substanzen des Agars gehören zur Gruppe 
der Pflanzenschleime oder vegetabilischen Gallerten, sind chemisch wenig 
bekannt, stehen aber in naher Beziehung zu den Cellulosen und dem Arabin. 
Beim Kochen mit Säuren liefern sie wenig Pentosen, aber verschiedene 
Hexosen, der Agar besonders Galaktose. Die Gelierstoffe gehören daher 
zur Gruppe der Kohlehydrate; daß der Agar aber nur ein bestimmtes 
Kohlehydrat enthält, ist nicht anzunehmen, isoliert ist von Greenish die 
Gelose, für die die Formel C,¿H;30,, gefunden wurde.“ (Klostermann). 
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Agar hergestellt worden. 2. Das zweite Substrat unterscheidet sich 
von dem ersten nur dadurch, daß für seine Bereitung gewöhnlicher, 
nicht ausgelaugter Agar benutzt worden ist. 3. Das dritte Medium 
endlich enthält außerdem noch die von Oldekop vorgeschlagenen 0,15 % 
Glucose. Die mit diesem an gärbarer Substanz jedenfalls am reichsten 
ausgerüsteten Nährboden hergestellte Kulturserie sollte hauptsächlich 
als Kontrolle dienen. Hier war zum mindesten von echtem Koli eine 
vollständige Reaktion zu erwarten, nämlich Gasbildung, Grün- 
fluoreszenz und Farbenumschlag in Kanariengelb. 


Die Agarauslaugung geschah in folgender Weise: Zu 200g klein- 
geschnittenen Stangenagars wird 1 Liter Leitungswasser gebracht und 
21, Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Der aufgequollene 
Agar wird hierauf in der Fleischhackmaschine gemahlen. Es werden noch 
2 Liter Leitungswasser zugefügt, wovon fast alles vom Agar aufgesogen 
wird. Stehen lassen bei Zimmertemperatur während weiterer 40 Stunden. 
Auspressen in der Hebelpresse durch Segeltuch (alle Maschinenbestand- 
teile vorher peinlich gereinigt). Es wird so lange mit langsam zunehmendem 
Druck gepreßt, bis die gallertige Masse eben beginnt zwischen den Maschen 
des Tuches zum Vorschein zu kommen. Ausbeute etwa 1%, Liter Extrak- 
tionsflússigkeit. Der Agarrückstand wird bei 37° getrocknet. 

Die Impfung unserer 40 Stämme erfolgte hier wie auch bei allen späteren 
Versuchen selbstverständlich immer mit frischen Kulturen. Es handelt 
sich um Bouillonkulturen, die während 24 Stunden bei 37° oder 48 Stunden 
bei 30° gewachsen waren und unmittelbar vor der Impfung aufgeschüttelt 
wurden. Impfmenge (hier wie auch späterhin) je eine mittlere Ose. 

Die Versuchskulturen werden bei 37° aufgestellt. Der Versuch führte 


zu folgendem Ergebnis (Tabelle II): 

Die Grünfluoreszenz ist also gerade in dem als an gärbarer Sub- 
stanz am ärmsten zu bewertenden Medium der Serie I im allgemeinen 
am raschesten eingetreten. Dadurch dürfte mittelbar die Rolle des 
Zuckers als der Reduktion relativ leicht unterliegender Stoff zum 
Ausdruck kommen. Da, wo er vorhanden ist, tritt die Fluoreszenz, 
d. h. die Reduktion des Neutralrots nicht so schnell ein, indem die 
Reduktion zuerst beim Zucker einsetzen dürfte. . Da die Fluoreszenz 
auch bei der zweiten Serie nicht so frühzeitig eintritt, so ist einerseits 
an die Möglichkeit zu denken, daß durch die Wasserextraktion dem 
Agar leicht reduzierbare Substanz entzogen wurde, andererseits bleibt 
es eine offene Frage, ob aus dieser Substanz auch Säure produziert wird. 

Kompletter Umschlag in allen drei Medien wurde nur durch 
drei Bacterium coli communior-Stämme hervorgerufen (Stamm 4, 8 
und ein nicht beschriebener), in den -Medien der Serien III und II 
tat dies der einzige Stamm von Bacterium coli commune im engeren 
Sinne (Stamm 9), der uns zur Verfügung gestanden hatte. Wenn 
sich nun auch die Überlegenheit des typischen Agars nach Oldekop 
in Serie III durch die verhältnismäßig große Zahl koliformer Organismen 
dokumentiert, die noch kompletten Umschlag verursachen, so ist 
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Tabelle IT. 
I m 
ZE D ohne Neutralrotagar ohne ISA mit 

Zuckerzusatz. Agar Zuckerzusatz. Agar 0,15%j Glucose. 
mit Wasser aus; nicht ausgelaugt Agar nicht aus. 

gelaugt. gelaugt 

Fluoreszenz schon nach D% *) IA ‚5% 

7 Stunden Stämme 1, 4, 8 Stamm 5 


i 5 
Kein Gas?) nach 3 Tagon | Stämme 26, 27, 28, A 30 | 
Gas nur in Serie III — — SE 12 


Gas nur in Serie III u. II zn p o el, 10. 2 2 | 


Stämme 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 11, 13, 14, 15, 16, 
17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25 






Gas in allen 3 Serien 





Keine vollständige Re- 


aktion (Gas + Fluores- 42,5% 
zenz + Kanariengelbfär- | Stämme 10, 12, 13, 14, 19, 20, 23, 26, 27, 28, 29, 30 


bung) innerhalb 3 Tagen 


Vollständige Reaktion 
nur in Serie III inner- = = 
halb 3 Tagen 


25 
Vollständige Reaktion 77 
innerhalb 3 Tagen | Stamm 9 (schon nach 21 Stdn.) 
Vollständige Reaktion in x 
AGS Sei 
E A Tagen SES Stämme 4, 8 (beide schon nach 21 Stunden 


andererseits als das auffallendste und unerwartete Ergebnis des Ver- 
suches hervorzuheben die Gasbildung in den ohne Zuckerzusatz ge- 
lassenen Medien der zweiten und ersten Serie nicht nur durch Koli- 
Stëmme, sondern auch durch eine stattliche Anzahl koliformer Orga- 
nismen. Es ist also auch im mit ausgelaugtem Agar hergestellten Neutral- 
rotagar immer noch eine gärbare Substanz vorhanden, ber deren Abbau 
wohl auch Säure entstehen dürfte. Dieser Umstand wirft auch ein Licht 
auf die vollständigen Reaktionen der Kolistämme in der zweiten und 
ersten Serie, die gerade durch die Gegenwart dieser gärbaren Substanz 
ermöglicht oder wenigstens erleichtert sein dürften. 

2. Versuch. Es war naheliegend, der Frage der Säurebildung 
aus Agar durch Bestimmung der Veränderung der Wasserstoffzahl 
(Wasserstoffionenkonzentration) im beimpften Substrat näher zu 





1) Von den 40 geprüften Stämmen sind hier nur 30 einzeln angeführt. 
Die Prozentzahlen beziehen sich aber auf alle 40 Stämme. 
2) Nadelprobe nach Burri und Staub angestellt. 
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treten. Wir bedienten uns zu diesem Zwecke der Indikatormethode 
in der Ausarbeitung von Michaelis, wobei als Indikatoren «&-Dinitro- 
phenol, p-Nitrophenol, m-Nitrophenol und Phenolphthalein zur Ver- 
wendung gelangen, die Kulturflüssigkeit zur Abschwächung der Tiefe der 
Eigenfarbe mit 0,85proz. NaCl-Lösung verdünnt wird und durch An- 
wendung des Walpoleschen Prinzips!) ein exakter Vergleich zwischen 
der Farbe des mit Indikatorflüssigkeit versetzten Kulturröhrchens a 
und eines Vergleichsröhrchens c von bekannter Wasserstoffzahl (aus- 
gedrückt durch den Wasserstoffexponenten Py) ermöglicht wird. 


Das Prinzip besteht darin, daß die Schwierigkeit der genauen Ver- 
gleichung, verursacht durch Trübung und Eigenfarbe der zu prüfenden 
Flüssigkeit, dadurch überwunden wird, daß hinter das Vergleichsindikator- 
röhrchen c bekannter py ein Röhrchen b ohne Indikator mit gleicher Menge 
zu prüfender Kulturflüssigkeit wie im zu prüfenden Röhrchen a gestellt 
wird; dadurch wird beim Hindurchsehen durch beide Röhrchen b und e 
zur Farbe des Indikatorröhrchens die Trübung des Kulturröhrchens addiert 
und ein direkter Vergleich mit dem mit Indikator versetzten Röhrchen a 
ist möglich. Hinter letzteres wird ein Röhrchen d mit Wasser gestellt zur 
Erzielung völlig analoger Verhältnisse. Alle dabei zu verwendenden Reagenz- 
röhrchen sollen von möglichst gleichem Lumen sein und gleiche Wanddicke 
haben; sie werden -zum Vergleich in einen schwarz gefärbten Holzblock 
gesteckt, der eine Vorrichtung zum Vorschalten einer Matt- und Blau- 
scheibe haben kann. Die Ablesung der py erfolgte jeweils bei einer Tempe- 
ratur von 18° der Vergleichsflüssigkeiten. 

Von einer titrimetrischen Bestimmung haben wir Umgang genommen 
von der Überlegung ausgehend, daß einzig der Gehalt an aktuellen H-Ionen 
für den Chemismus des Neutralrotumschlags maßgebend sein kann. Eine 
eventuelle Säurebildung aus Agarsubstanz, die so gering ist, daß es nicht 
zur Bildung freier H-Ionen kommt, dürfte für unsere Fragestellung ohne 
Belang sein. 

Als Teststämme wählten wir fünf solche, die die Neutralrotreaktion 
vollständig gegeben hatten (Stamm 4, 5, 8, 11, 25), im übrigen kulturellen 
Verhalten aber etwas verschieden waren, und einen, dessen Neutralrot- 
agarkultur außer Gasbildung erst am vierten Tage Spuren von Fluoreszenz 
aufwies (Stamm 21). 


Wir prüften folgende Substrate, die als Grundlage jeweils 1% 
Fleischextrakt Liebig, 2%, Pepton Witte und 0,1%, Kochsalz aufwiesen: 

1. 3proz. Agar ohne Zuckerzusatz. Der Agar wurde durch zwei- 
stiindigen Aufenthalt im strómenden Dampf geschmolzen. Nach Klárung 
mit Eiklar wird mit NaOH alkalisiert, so daß py 6,8 betrágt?). Nach 
Abfüllen zu 10 cem in Reagenzgläser erfolgt fraktionierte Sterilisation. 
Schüttelkulturen. Der hohe Agargehalt wurde gewählt, um eventuelle 
Säurebildung leichter erkennen zu können. 


1) Biochem. Journ. 5, 207, 1910, zitiert bei Michaelis. 
2) Vgl. Dernby, Ann. Inst. Past. 85, 277, 1921; Tabelle S. 287. Bact. 
coli hat demgemäß ein py -Optimum von etwa 6,0 bis 6,8. 
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2. Agarextrakt- Wasser- Bouillon ohne Zuckerzusatz. Die durch die 
Agarauslaugung (s. 1. Versuch) erhaltene Flüssigkeit läßt sich nicht 
durch Papier filtrieren. Wir filtrierten daher vorerst durch entfettete 
Watte. Es resultiert eine trübe, schäumende Flüssigkeit. Diese wird 
an Stelle von Leitungswasser bei der Herstellung der Bouillon benutzt. 
1, Stunde strömender Dampf, durch Papier filtrieren. Es tritt all- 
mählich Stillstand der Filtration ein; die zweite Hälfte wird daher 
mit etwas Kieselgur (zwei gehäufte Teelöffel auf 500 ccm) geschüttelt 
und durch Nutsche abgesaugt. Das Filtrat erscheint klar. py mittels 
NaOH auf 6,8 bringen. (Bis zum anderen Tage ist keine Trübung 
eingetreten, es haben sich nur einige kompakte Flocken ausgeschieden. 
Filtrieren.) Abfüllen zu 100 ccm in Erlenmeyerkölbchen und fraktioniert 
sterilisieren. Ist dem Agar durch die Wasserextraktion gärbare Sub- 
stanz entzogen worden, so war zu erwarten, daß sich dies hier am Verlauf 
der Veränderungen der Wasserstoffzahl zeigen würde. 

3. Als Kontrollen dienten uns 1. eine Bouillon von obiger Grund- 
lage und Wasserstoffzahl, aber anstatt mit Agarextraktwasser mit 
Leitungswasser hergestellt; 2. die gleiche Bouillon mit einem Zusatz 
von lproz. Dextrose. 

Die Bestimmung der Wasserstoffzahlen wurde nach 1-, 2- und 5tage- 
langer Bebrütung bei 37% ausgeführt. Zu diesem Behufe wurde die nötige 
Menge Kulturflüssigkeit (4 cem) mittels steriler Pipette dem Kölbchen 
entnommen. Am Ende des Versuches stellten wir den reinen Zustand 
sämtlicher flüssigen Kulturen mittels Gelatineplatten fest. Die Kulturen 


der Stämme 4, 8 und 21 in Dextrosebouillon erwiesen sich dabei als bereits 
abgestorben. Die Versuchsresultate sind in Tabelle III wiedergegeben. 








| PH aih 24 Bueden Pan nach 48 8 Stunden PH nach 5 Tagen 



































| I II T bn I Di II B IM | IV I| I IHI | IV 

Sta 4 (CIRLS) MD o les [69/70 52 68/7005 7,0148/7,217,6 7450 
» 5(CIRLS)M .|68|68 69 ai |68 6,9% 7.048 72177 17447 
PA (CIRLS) M . . 16,8 | 7,6 7,16 5,2 |6,8 7,6 |7,4 | 4,8 7,21 8,25 [8,2| 5,1 

„ 11 (CRLS) VD.|68 686,9 5.2 |6,8 7.05 6,8 | 5,0 8,0 7,8 |8,714,8 

„ 25 (PRLS) V. 168 6,8 6,8 5,45 6,8 6,8 69 47 34 8,3 [78167 

„ 21 (CrLS) M. - [83 6,8 [6,75 5,1 68 6, 71 (6853 
Kontrolle ungeimpft . 8 6,8 6,8 6,8 | | — — pa e 6,8 2))6,8| 6,8 





Von einer ER der Wasserstoffzahl im Sinne der Er- 
höhung (bzw. Erniedrigung des py-Wertes) durch die Koli- und koli- 


1) I = 3 proz. Fleischextraktagar ohne Zuckerzusatz; II = Agar- 
extraktwasser-Bouillon ohne Zuckerzusatz; III = Leitungswasser-Bouillon 
ohne Zuckerzusatz; IV = Leitungswasser-Bouillon mit 1% Traubenzucker. 

2) Eine zweite ungeimpfte Kontrolle war nach 5 Tagen nicht mehr 
steril (Wachstum eines Streptokokkus und einer Sarzine), indem die Material- 
entnahme zur py -Bestimmung mittels Pipette nicht in aseptischer Weise 
geglückt ist. Ihr py beträgt nach 5 Tagen 6,4. 
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An Hand der beifolgend wiedergegebenen Tabelle I ergibt sich nun 
folgende Gruppierung unserer Stämme: 


Unterart: 

1. CIRLS (Bact. coli communior) 1. Rasse MD Stämme 1, 2, 3, 4 
2 ,, M pe 5,6,7,8 

2. CIRL (Geet coli commune). 1. „ MD Stamm 9 

3. CRES. bad a es L , VMD ,, Mä 
2 „ VD = 11 
3. KN Stamme 12, 13 
4 , M = 14, 15, 16,17, 18 

19, 20, 21 

3. (E v sr 22, 23 

4 PRLS .......... lL , V Sé 24, 25 

Ee A EEN l. „ VM Stamm 26 

fa Be. ur Dee e a L „ M Stämme 27, 28, 29 
2 en F Stamm 30 


| 
ll 


See sch Reaktion, d. h. Gasentwicklung, Fluoreszenz 
und Kanariengelbfärbung innerhalb 24 Stunden bei 37°. 
(+) = Fluoreszenz innerhalb 24 Stunden, Reaktion später 
komplett. 
rs Fluoreszenz später als nach 24 Stunden, Reaktion bleibt 
unvo 
= weder Ferbenumschlag noch Fluoreszenz oder Gasbildung. 
Zucker- und Dulzitvergärung. 
Sáurebil lung: 
+ = Rotfárbung, 
(+) = neben Rot- auch noch Violett- oder Blaufärbung (oben). 


+ = spontan gebildete Gasblasen in verschiedener Menge, 

t = Gasbildung nur bei Anwendung der Nadelprobe nach 
Burri und Staub nachweisbar, 

Gasbildung auch bei Anwendung der Nadelprobe nicht 


| 
| 


nachweisbar. 
Methylrotreaktion: 
+ = kirschrot, 
(+) = beinahe kirschrot, 
£ = ziegelrot bis orange, 


zitronengelb. 


Anmerkungen zu Tabelle I. Betreffend Fundort: Bei den Kolinachweis- 
methoden nach Eijkman und anderen wird durch Bebrütung bei Tempe- 
raturen über 37° das Wachstum der sogenannten Kaltblüterkoli auszu- 
schalten versucht. Wir haben bei den hier in Rede stehenden Versuchen 
immer die Temperatur von 37° benutzt, legten aber andererseits doch 
Wert darauf, auch vom Kaltblüter herrührende Stämme heranzuziehen. 
Alle diese stammen vom Regenwurm. 
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Betreffend Indolbidung: Für den Indolnachweis verwendeten wir 
2proz. 'Peptonwasser. Er geschah nach Morelli (Beobachtung während 
6 Tagen bei 33%) und Ehrlich- Böhme (bei den 6tägigen Kulturen, Chloroform- 
susschüttelung). Beide Reaktionen ergeben gute Übereinstimmung. 


Betreffend Neutralrotreduktion: Der Neutralrotagar bestand aus 
2,0% .Pepton Witie, 0,8%, Fleischextrakt Liebig, 0,2% Kochsalz, 0,15% 
Glucose, 0,7% Agar, 1% gesättigter wässeriger Lösung von Neutralrot 
und war schwach alkalisch; Rezept nähert sich dem Oldekop-Bornandschen, 
es wird aber weniger Kochsalz verwendet gemäß dem Dextroseagar-Rezept 
von Bredemann (C. f. B. II. Abt., 28, 409). Ausgangsmaterial: 24stündige 
Bouillonkulturen, bei 37° gewachsen. 

Betreffend Vergärung: Zur Prüfung auf Säurebildung wurden Schräg- 
agarkulturen mit Zusatz von Lackmustinktur, zur Prüfung auf Gasbildung 
Schüttelkulturen verwendet. Die Menge der Zucker- und Lackmustinktur- 
zusätze betrug: 


Schrägagarkulturen |Schüttelkulturen 
Dh Zucker Dh Lackmus Ha Zucker 





Die Grundzusammensetzung dieser Zuckeragare ist folgende: 


1,0 bis 1,5% Fleischextrakt Liebig. 

1,0% Pepton Witte. 

0,2%, Kochsalz. 

1,7% Agar. 
Reaktion neutral. 

Beim Dulzit stand uns nur eine beschränkte Menge zur Verfügung. 

Es wurden deshalb für die Schrägagarkulturen nur je 14,ccm des Nähr- 
mediums verwendet; für die Schüttelkulturen bedienten wir uns der Uhlen- 
huthschen Präzipitationsgläser (je 14,ccm Dulzitagar), worin die Höhe 
der Agarsäulen etwa 4 bis 4% cm betrug. In Kombination mit der Nadel- 
probe nach Burri und Staub (5) dürfte sich diese Anordnung bei teurem 
Gärgut empfehlen. Die Nadelprobe wird ausgeführt durch Einstechen 
einer nicht zu dicken Platinnadel in den Nährbodenzylinder. ‚Unmittelbar 
nach dem Herausziehen der Nadel oder bald nachher zeigen sich in der 
Ausdehnung des Stiches kleinere oder größere Gasbläschen, die sich mitunter 
rasch vergrößern, so daß es nachträglich zu einer Spaltung der gallertigen 
Masse kommt... . Selbstverständlich darf die Nadel in keiner Weise gekrümmt 
sein und muß mit ruhiger Hand geführt werden, damit man nicht Gefahr 
läuft, auf rein mechanischem Wege erzeugte Spalten und Risse mit Gas- 
blasen zu verwechseln. Am besten wird die Nadel parallel zur Wand des 
. Reagenzglases in der Entfernung von 1 bis 2 mm von dieser und bis in die 
Tiefe des Nährbodens eingestochen. Maßgebend sind namentlich die in 
der Tiefe sichtbar werdenden Gasperlen, während solche in der Nähe der 
Oberfläche nur mit Vorsicht bewertet werden dürfen‘. Bis zur eigentlichen 
Spaltung der Agaroberflächen ist es bei den uns vorliegenden Stämmen 
nicht gekommen. 
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Die Säurebildung wurde in folgender Weise beobachtet: Bei den 
Dextrose- und Lactosemedien handelt es sich um bei 33% gestandene, zwei- 
tägige, bei den Saccharose- und Dulzitmedien um bei 36° gehaltene eintägige 
Kulturen. Die gleichen Verhältnisse betreffend Bebrütungstemperatur 
liegen vor bei den auf Gasbildung beobachteten Kulturen, doch war hier die 
Ablesung nicht an einen bestimmten Termin gebunden, sondern die Kulturen 
wurden während einigen Tagen täglich auf Gasbildung untersucht. 

Auffallend sind die Befunde, wo bei fehlender Säurebildung Gasbildung 
eingetreten ist. Das enzymatische Verhalten der Organismen in beiden 
Kulturen darf aber nicht ohne weiteres in Parallele gesetzt werden, da es 
sich im einen Falle um dem Luftsauerstoff sehr ausgesetzte Kulturen 
handelt, im anderen im Gegenteil um anaerobe. 

Betreffend Voges-Proskauer- und Methylrotreaktion: Zur Feststellung 
dieser beiden Reaktionen diente eine wässerige Lösung von je 0,5% Pepton 
Witte, Dextrose und Dikaliumphosphat. Das Gemisch weist folgende, 
nicht besonders eingestellte Reaktion auf: pe = 7,5. Das Medium 
wurde von Clark und Lubs (Journ. Inf. Diseas. 17, 160, 1915, zitiert bei 
Levine, eod. loc. 18; Tanner, Bacteriology and Mycology of Foods 1919, 
S. 47 und 309) eingeführt. Es wurden je etwa 13 ccm abgefüllt und nach 
der Impfung 5 Tage bei 30° gehalten. Dann brachten wir nach Vorschrift 
(Tanner, Le, S. 309) zu je 5ccm jeder Kultur 5 Tropfen einer Methylrot- 
lösung folgender Zusammensetzung: Methylrot 0,1; 95proz. Alkohol 300 ccm; 
destilliertes Wasser 200 ccm. | 

Umschlagsintervall des Methylrot in py: 4,2 (rot) bis 6,3 (gelb) (nach 
Kolthoff). 

Zu je 5 weiteren ccm jeder Kultur wurden 5 cem 10proz. KO H-Lósung 
gebracht und das Gemisch während 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
beobachtet. Eine positive Reaktion zeigt sich an durch eine eosinrote 
Färbung mit Grúnfluoreszenz. Die Reaktion ‚beginnt von oben her. Nach 
48 Stunden hat sich der Befund nirgends geändert. 

Allgemeines betreffend die Bezeichnungen nach dem System: Stämme 10, 
11, 22 und 23 sind als Bact. aerogenes anzusprechen; außer den schon im 
Text mitgeteilten Kriterien erhellt die Natur dieser vier Stämme aus der 
positiven Voges-Proskauer- und der negativen (Gelbfärbung) Methylrot- 
reaktion, wobei allerdings Stamm 10 durch gleichfalls schwach positive 
Methylrotreaktion eine Sonderstellung einnimmt. Aus Saccharose bilden 
alle vier Stämme Säure und Gas, verhalten sich also analog der Charakteri- 
sierung nach Mac Conkey. Gegenüber Dulzit ist das Verhalten uneinheitlich 
und man darf wohl, soweit es die geringe Zahl der Stämme gestattet, mit 
Levine (Journ. Inf. Diseas. 18, 361) einig gehen, der der Dulzitvergärung 
beim Bact. aerogenes geringen Wert beimißt. 

In Übereinstimmung mit den Angaben der Literatur [Levine (17)] zeigt 
auch unser als Bact. cloacae aufzufassender Stamm 24 positive Voges- 
Proskauer- und negative Methylrotreaktion. Charakteristisch für diesen 
Stamm ist ferner die Saccharose- und Lactosevergärung. 

Betreffend den Begriff ‚Mehlkoli‘‘ ist das nötige oben mitgeteilt, 
aueh wurde auf den Herbikola-Stamm (Nr. 27) hingewiesen. Während 
hier zwei Stämme (28, 29) bei Voges-Proskauer- und Methylrotreaktion der 
Regel nicht folgen, tun dies Stamm 25 und 30; Stamm 26 nimmt eine 
Mittelstellung ein. ` 

Die Bedeutung der Bezeichnungen „Bact. ale communior‘‘ und „Baci. 
coli commune“‘ ergibt sich aus der obigen Zusammenfassung. 
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EE. Über das Vorkommen einer gärbaren Substanz in Nährmedien ohne 
Zuckerzusatz. 


1. Versuch. Im Jahre 1911 zeigt Guerbet, daß sich die Neutralrot- 
reaktion, wie sie in Bakterienkulturen sich abspielen dürfte, rein chemisch 
zur Darstellung bringen läßt. Dabei handelt es sich erstens um eine Reduktion 
des Farbstoffes in saurem Milieu, der dann eine Neutralisation und Alkali- 
sierung (entsprechend der Einwirkung von Ammoniak in den Kulturen) folgte. 
Bornand kommt auf diese Analyse von Querbet zurück und legt Gewicht 
auf die Tatsache des Vorhandenseins saurer Reaktion in der ersten Phase 
des Umschlages. Da er mit neutraler oder schwach alkalischer Neutralrot- 
‚ bouillon ohne Zuckerzusatz ein ziemlich schlechtes Resultat erhalten hatte, 
das sich durch Agarzusatz verbessern ließ, so hielt er dafür, daß im Agar 
eine für Bact. coli unter wenn auch noch so geringer Säurebildung angreifbare 
Substanz vorkommen müsse. Wenn wir auch dazu geneigt waren, diese 
verbessernde Wirkung des Agarzusatzes mit Rothberger vor allem darin zu 
erblicken, daß durch dessen Gegenwart das Eindringen des Luftsauerstoffs 
ins Kulturmedium eine Hemmung erfährt, so erheischte doch auch die Frage 
des Bestehens einer weiteren günstigen Wirkung des Agars im Sinne von 
Bornand eine nähere Prüfung!). Wir bedienten uns zunächst wie Bornand 
eines Neutralrotagars von der Zusammensetzung nach dem Oldekopschen 
Rezept. Der Rothbergersche Nährboden erfuhr durch Scheffler (1900) die 
erste Modifikation, der ihm Dextrose zusetzte behufs Beschleunigung des 
Eintritts der Reaktion. Diese wurde von ihm bereits auf die Wirkung nas- 
zierenden Wasserstofís zurückgeführt. Oldekop (1904) erreicht die besten 
Resultate bezüglich Raschheit des Eintretens und Prägnanz der charakte- 
ristischen Farbenveränderung dank einer Herabsetzung des Agargehaltes 
auf 0,3%, des Dextrosegehaltes auf 0,15 %, bei Gegenwart von 1%, Liebigs 
Fleischextrakt, 2%, Pepton Witte, 0,5% Kochsalz und 1% konzentrierter 
wässeriger Neutralrotlósung. Galli-Valerio und Bornand (1913) erhöhen die 
Agarmenge auf 0,6 bis 0,8 %. Wir haben uns bei der Herstellung der sogleich 
zu beschreibenden Medien an diese letzte Modifikation gehalten, immerhin 
veranlaßt durch eine Angabe von Bredemann (C. f. B. II, 28, 409, 1909) 
unter Herabsetzung der Kochsalzmenge auf 0,2%. 


Um Anhaltspunkte zu gewinnen zur Beantwortung der Frage, 
welchen Anteil der Agar als solcher beim Ablauf der Neutralrotreaktion 
in chemischer Beziehung haben könnte, stellten wir uns vorerst drei 
Neutralrotagarmedien her von der Grundlage der soeben skizzierten 
Oldekopschen Zusammensetzung mit den angegebenen Modifikationen, 
die sich jedoch unterscheiden durch den Gehalt an gärbarer Substanz. 

1. Das an gärbarer Substanz ärmste Substrat erhielt keinen 
Zuckerzusatz, außerdem ist es mit einem durch Wasser ausgelaugten 


1) „Die stickstofffreien Substanzen des Agars gehören zur Gruppe 
der Pflanzenschleime oder vegetabilischen Gallerten, sind chemisch wenig 
bekannt, stehen aber in naher Beziehung zu den Cellulosen und dem Arabin. 
Beim Kochen mit Säuren liefern sie wenig Pentosen, aber verschiedene 
Hexosen, der Agar besonders Galaktose. Die Gelierstoffe gehören daher 
zur Gruppe der Kohlehydrate; daß der Agar aber nur ein bestimmtes 
Kohlehydrat enthält, ist nicht anzunehmen, isoliert ist von Greenish die 
Gelose, für die die Formel Ce Dat gefunden wurde.“ (Klostermann). 

Biochemische Zeitschrift Band 138. 6 
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Agar hergestellt worden. 2. Das zweite Substrat unterscheidet sich 
von dem ersten nur dadurch, daß für seine Bereitung gewöhnlicher, 
nicht ausgelaugter Agar benutzt worden ist. 3. Das dritte Medium 
endlich enthält außerdem noch die von Oldekop vorgeschlagenen 0,15 % 
Glucose. Die mit diesem an gärbarer Substanz jedenfalls am reichsten 
ausgerüsteten Nährboden hergestellte Kulturserie sollte haupteächlich 
als Kontrolle dienen. Hier war zum mindesten von echtem Koli eine 
vollständige Reaktion zu erwarten, nämlich Gasbildung, Grün- 
fluoreszenz und Farbenumschlag in Kanariengelb. 


Die Agarauslaugung geschah in folgender Weise: Zu 200g klein- 
geschnittenen Stangenagars wird 1 Liter Leitungswasser gebracht und 
21% Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Der aufgequollene 
Agar wird hierauf in der Fleischhackmaschine gemahlen. Es werden noch 
2 Liter Leitungswasser zugefügt, wovon fast alles vom Agar aufgesogen 
wird. Stehen lassen bei Zimmertemperatur während weiterer 40 Stunden. 
Auspressen in der Hebelpresse durch Segeltuch (alle Maschinenbestand- 
teile vorher peinlich gereinigt). Es wird so lange mit langsam zunehmendem 
Druck gepreßt, bis die gallertige Masse eben beginnt zwischen den Maschen 
des Tuches zum Vorschein zu kommen. Ausbeute etwa 1% Liter Extrak- 
tionsflússigkeit. Der Agarrückstand wird bei 37° getrocknet. 

Die Impfung unserer 40 Stämme erfolgte hier wie auch bei allen späteren 
Versuchen selbstverständlich immer mit frischen Kulturen. Es handelt 
sich um Bouillonkulturen, die während 24 Stunden bei 37° oder 48 Stunden 
bei 30° gewachsen waren und unmittelbar vor der Impfung & e 
wurden. Impfmenge (hier wie auch spáterhin) je eine mittlere 

Die Versuchskulturen werden bei 37° aufgestellt. Der Versuch führte 


zu folgendem Ergebnis (Tabelle II): 

Die Grünfluoreszenz ist also gerade in dem als an gärbarer Sub- 
stanz am ärmsten zu bewertenden Medium der Serie I im allgemeinen 
am raschesten eingetreten. Dadurch dürfte mittelbar die Rolle des 
Zuckers als der Reduktion relativ leicht unterliegender Stoff zum 
Ausdruck kommen. Da, wo er vorhanden ist, tritt die Fluoreszenz, 
d. h. die Reduktion des Neutralrots nicht so schnell ein, indem die 
Reduktion zuerst beim Zucker einsetzen dürfte. . Da die Fluoreszenz 
auch bei der zweiten Serie nicht so frühzeitig eintritt, so ist einerseits 
an die Möglichkeit zu denken, daß durch die Wasserextraktion dem 
Agar leicht reduzierbare Substanz entzogen wurde, andererseits bleibt 
es eine offene Frage, ob aus dieser Substanz auch Säure produziert wird. 

Kompletter Umschlag in allen drei Medien wurde nur durch 
drei Bacterium coli communior-Stämme hervorgerufen (Stamm 4, 8 
und ein nicht beschriebener), in den -Medien der Serien III und II 
tat dies der einzige Stamm von Bacterium coli commune im engeren 
Sinne (Stamm 9), der uns zur Verfügung gestanden hatte. Wenn 
sich nun auch die Überlegenheit des typischen Agars nach Oldekop 
in Serie III durch die verhältnismäßig große Zahl koliformer Organismen 
dokumentiert, die noch kompletten Umschlag verursachen, so ist 
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Tabelle II. 


D m 
Biereg ohne Neutralrotagar ohne Neutralrotagar mit 
Zuckerzusatz. Agar Zuckerzusatz. Agar  0,15%h Glucose. 


mit Wasser auss nicht ausgelaugt Agar nicht aus» 
gelaugt. gelaugt 
Fluoreszenz schon nach 10% H A , 9% 
7 Stunden Stämme 1, 4, 8 Stamm 5 
K ,5 
Kein Gas?) nach 3 Tagon | Stämme 26, 27, 28, S: 30 | 
Gas nur in Serie III — _ ur. 


Gas nur in Serie III u. II zur p E 10/24 | 


5 
Stämme 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,11, 13. 14, 15, 16, 
17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25 









Gas in allen 3 Serien 





Keine vollständige Re- 


aktion (Gas + Fluores- ‚5% 
zenz + Kanariengelbfär- | Stämme 10, 12, 13, 14, 19, 20, 23, 26, 27, 28, 29, 30 


bung) innerhalb 3 Tagen 


Vollständige Reaktion 
nur in Serie III inner- = SS 
halb 3 Tagen 


25 
Vollständige Reaktion e 
innerhalb 3 Tagen Stamm 9 (schon nach 21 Stdn.) 
Vollstándige Reaktion in E 
Ee 597, 
SE S Tagen erhalb| Stämme 4, 8 (beide schon nach 21 Stunden 


andererseits als das auffallendste und unerwartete Ergebnis des Ver- 
suches hervorzuheben die Gasbildung in den ohne Zuckerzusatz ge- 
lassenen Medien der zweiten und ersten Serie nicht nur durch Koli- 
stämme, sondern auch durch eine stattliche Anzahl koliformer Orga- 
nismen. Es ist also auch im mit ausgelaugtem Agar hergestellten Neutral- 
rotagar immer noch eine gärbare Substanz vorhanden, bei deren Abbau 
wohl auch Säure entstehen dürfte. Dieser Umstand wirft auch ein Licht 
auf die vollständigen Reaktionen der Kolistämme in der zweiten und 
ersten Serie, die gerade durch die Gegenwart dieser gärbaren Substanz 
ermöglicht oder wenigstens erleichtert sein dürften. 

2. Versuch. Es war naheliegend, der Frage der Säurebildung 
aus Agar durch Bestimmung der Veränderung der Wasserstoffzahl 
(Wasserstoffionenkonzentration) im beimpften Substrat näher zu 





1) Von den 40 geprüften Stämmen sind hier nur 30 einzeln angeführt. 
Die Prozentzahlen beziehen sich aber auf alle 40 Stämme. 
3) Nadelprobe nach Burri und Staub angestellt. 


6* 


84 H. Geilinger u. K. Schweizer: 


treten. Wir bedienten uns zu diesem Zwecke der Indikatormethode 
in der Ausarbeitung von Michaelis, wobei als Indikatoren «-Dinitro- 
phenol, p-Nitrophenol, m-Nitrophenol und Phenolphthalein zur Ver- 
wendung gelangen, die Kulturflüssigkeit zur Abschwächung der Tiefe der 
Eigenfarbe mit 0,85proz. NaCl-Lösung verdünnt wird und durch An- 
wendung des Walpoleschen Prinzips!) ein exakter Vergleich zwischen 
der Farbe des mit Indikatorflüssigkeit versetzten Kulturröhrchens a 
und eines Vergleichsröhrchens c von bekannter Wasserstoffzahl (aus- 
gedrückt durch den Wasserstoffexponenten py) ermöglicht wird. 


Das Prinzip besteht darin, daß die Schwierigkeit der genauen Ver- 
gleichung, verursacht durch Trübung und Eigenfarbe der zu prüfenden 
Flüssigkeit, dadurch überwunden wird, daß hinter das Vergleichsindikator- 
röhrchen c bekannter py ein Röhrchen b ohne Indikator mit gleicher Menge 
zu prüfender Kulturflüssigkeit wie im zu prüfenden Röhrchen a gestellt 
wird; dadurch wird beim Hindurchsehen durch beide Röhrchen b und c 
zur Farbe des Indikatorröhrchens die Trübung des Kulturröhrchens addiert 
und ein direkter Vergleich mit dem mit Indikator versetzten Röhrchen a 
ist möglich. Hinter letzteres wird ein Röhrchen d mit Wasser gestellt zur 
Erzielung völlig analoger Verhältnisse. Alle dabei zu verwendenden Reagenz- 
röhrchen sollen von möglichst gleichem Lumen sein und gleiche Wanddicke 
haben; sie werden.zum Vergleich in einen schwarz gefärbten Holzblock 
gesteckt, der eine Vorrichtung zum Vorschalten einer Matt- und Blau- 
scheibe haben kann. Die Ablesung der Py erfolgte jeweils bei einer Tempe- 
ratur von 18° der Vergleichsflüssigkeiten. 

Von einer titrimetrischen Bestimmung haben wir Umgang genommen 
von der Überlegung ausgehend, daß einzig der Gehalt an aktuellen H-Ionen 
für den Chemismus des Neutralrotumschlags maßgebend sein kann. Eine 
eventuelle Säurebildung aus Agarsubstanz, die so gering ist, daß es nicht 
zur Bildung freier H-Ionen kommt, dürfte für unsere Fragestellung ohne 
Belang sein. 

Als Teststämme wählten wir fünf solche, die die Neutralrotreaktion 
vollständig gegeben hatten (Stamm 4, 5, 8, 11, 25), im übrigen kulturellen 
Verhalten aber etwas verschieden waren, und einen, dessen Neutralrot- 
egerkultur außer Gasbildung erst am vierten Tage Spuren von Fluoreszenz 
aufwies (Stamm 21). 


Wir prüften folgende Substrate, die als Grundlage jeweils 1%, 
Fleischextrakt Liebig, 2% Pepton Witte und 0,1%, Kochsalz aufwiesen: 

1. 3proz. Agar ohne Zuckerzusatz. Der Agar wurde durch zwei- 
stündigen Aufenthalt im strómenden Dampf geschmolzen. Nach Klärung 
mit Eiklar wird mit NaOH alkalisiert, so daß pg 6,8 beträgt?). Nach 
Abfüllen zu 10 ccm in Reagenzgläser erfolgt fraktionierte Sterilisation. 
Schüttelkulturen. Der hohe Agargehalt wurde gewählt, um eventuelle 
Säurebildung leichter erkennen zu können. 


1) Biochem. Journ. 5, 207, 1910, zitiert bei Michaelis. 
2) Vgl. Dernby, Ann. Inst. Past. 85, 277, 1921; Tabelle S. 287. Bact. 
coli hat demgemäß ein py -Optimum von etwa 6,0 bis 6,8. 
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2. Agarextrakt- Wasser- Bouillon ohne Zuckerzusatz. Die durch die 
Agarauslaugung (s. 1. Versuch) erhaltene Flüssigkeit läßt sich nicht 
durch Papier filtrieren. Wir filtrierten daher vorerst durch entfettete 
Watte. Es resultiert eine trübe, schäumende Flüssigkeit. Diese wird 
an Stelle von Leitungswasser bei der Herstellung der Bouillon benutzt. 
1, Stunde strömender Dampf, durch Papier filtrieren. Es tritt all- 
mählich Stillstand der Filtration ein; die zweite Hälfte wird daher 
mit etwas Kieselgur (zwei gehäufte Teelöffel auf 500 cem) geschüttelt 
und durch Nutsche abgesaugt. Das Filtrat erscheint klar. Py mittels 
NaOH auf 6,8 bringen. (Bis zum anderen Tage ist keine Trübung 
eingetreten, es haben sich nur einige kompakte Flocken ausgeschieden. 
Filtrieren.) Abfüllen zu 100 ccm in Erlenmeyerkölbchen und fraktioniert 
sterilisieren. Ist dem Agar durch die Wasserextraktion gärbare Sub- 
stanz entzogen worden, so war zu erwarten, daß sich dies hier am Verlauf 
der Veränderungen der Wasserstoffzahl zeigen würde. 

3. Als Kontrollen dienten uns 1. eine Bouillon von obiger Grund- 
lage und Wasserstoffzahl, aber anstatt mit Agarextraktwasser mit 
Leitungswasser hergestellt; 2. die gleiche Bouillon mit einem Zusatz 
von Iproz. Dextrose. 

Die Bestimmung der Wasserstofízahlen wurde nach 1-, 2- und 5tage- 
langer Bebrütung bei 37° ausgeführt. Zu diesem Behufe wurde die nötige 
Menge Kulturflüssigkeit (4 ccm) mittels steriler Pipette dem Kölbchen 
entnommen. Am Ende des Versuches stellten wir den reinen Zustand 
sämtlicher flüssigen Kulturen mittels Gelatineplatten fest. Die Kulturen 
der Stämme 4, 8 und 21 in Dextrosebouillon erwiesen sich dabei als bereits 





























abgestorben. Die Versuchsresultate sind in Tabelle III wiedergegeben. 
T’abelle III. 

| PH nach 24 EEE (ës nach 48 Stunden | PH nach 5 Tagen 

| (ujin Da Ij n | m|v|/ıl a min 

Stan 4 (CIRLS) MD |68 69 70 52 |68 7,05 7,0 4872| 7.6 7,4 5,0 
» 5(CIRLS)M . 168168169 51 68 695 70 48/72/77 (74/47 

» 8 (CIRLS) M .|6,8 7,6 |7,15|5,2 |6,8 7,6 7,4 48 7,2 8,25 |82| 5,1 

„ 11 (CRLS) VD .|68|68 6,9 [5,2 |6,8 7.05 6,8 5,0 8.017,38 |87| 48 

„ 25 (PRLS) V. .|6,8 6,8 6,8 5,45 6,8 6,8 6,9 4,7184183 |7,8 6,7 

„ 21 (CrLS) M. .|6,8|6,8|6,75 5,1 6,8 6,8 6,8 7,117,1 (6,81 5,3 
Kontrolle ungeimpft . - ||6'8 |68 |68 68 | — — |68|6,82)68 68 


Von einer EEN der Wasserstoffzahl im Sinne der Er- 
höhung (bzw. Erniedrigung des py-Wertes) durch die Koli- und koli- 


1) I = 3 proz. Fleischextraktagar ohne 


geglückt ist. Ihr py beträgt nach 5 Tagen 6,4. 


Zuckerzusatz ; 


II = Agar- 
extraktwasser-Bouillon ohne Zuckerzusatz; III = Leitungswasser-Bouillon 
ohne Zuckerzusatz; IV = Leitungswasser-Bouillon mit 1 % Traubenzucker. 

2) Eine zweite ungeimpfte Kontrolle war nach 5 Tagen nicht mehr 
steril (Wachstum eines Streptokokkus und einer Sarzine), indem die Material- 
entnahme zur Py -Bestimmung mittels Pipette nicht in aseptischer Weise 
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formen Stámme nach 24 Stunden und spáter in den Agarsubstanzen 
enthaltenden Substraten kann also nicht die Rede sein. Diese miiBte 
schon innerhalb der Zeitspanne der ersten 24 Stunden gesucht werden. 
Andererseits zeigt auch der Neutralrot kaum zum Fluoreszieren 
bringende Stamm 21 in Bouillon mit 1%, Traubenzucker bereits nach 
24 Stunden eine weitgehende Herabsetzung des p,-Wertes (von 6,8 
bis 5,1). Sein geringes Reduktionsvermögen gegenüber Neutralrot 
dürfte also nicht in der Unfähigkeit zur Bildung des nötigen sauren 
Milieus begründet sein. 

Beachtenswert sind aber zwei Nebenbefunde des Versuches, die 
miteinander im Einklang stehen und doch zur Annahme einer gärbaren 
Substanz in den Medien ohne Zuckerzusatz zwingen: 1. Die Agar- 
schüttelkulturen der Stämme 4, 5, 8, 11 und 25 zeigen nach 24 Stunden 
durch Gas gebildete Risse. 2. In einer der ungeimpften Kontrollen 
der Agarextraktbouillon ist nach 5 Tagen eine aus einer werfen Sarzine 
und einem Streptokokkus bestehende Verunreinigung angegangen, ver- 
ursacht offenbar durch die Pipettenentnahme von Kulturflüssigkeit 
im Beginn des Versuches. Gerade in diesen Kölbchen aber zeigt sich 
die einzige Herabsetzung des pg -Wertes, nämlich von 6,8 auf 6,4. Eine 
vergleichende Titration mit n/10: NaOH ergibt folgende Aziditáts- 
werte auf 100 ccm Bouillon bezogen (Indikator: Phenolphthalein): 

Verunreinigte Extraktbouillon. . . . . 1,7ccm n-NaOH, 
Sterile Extraktbouillon . . . . . .. . 1,5ccm n-NaOH. 

3. Versuch. Eine Nachprüfung des soeben geschilderten Befundes 
mit Reinkulturen der beiden verunreinigenden Kleinwesen, außerdem 
mit den Stämmen 4 und 8 als Kontrollen in unserer Agarextrakt- Wasser- 
Bouillon mit ganz übereinstimmender Technik ergab folgendes Resultat 
(Tabelle IV): 


























Tabelle IV. 
nn i ‘Pu nach 24 Stunden H nach 24 Stunden | Pez nach 48 Stunden | Pr nach 5 ¡ nach 5 Tagen 
a A A ée AA A TS E 
Streptokokkus .... I 6,4 | 6,7 er 6,71) 
Weiße Sarzine. ... . | 6,6 | 6,9 | 7,0 
Stamm 4 (CIRLS) MD | 7,0 | 7,4 7,6 
Stamm 8 CIRLS) M . | 6,7 | 76 79 
Kontrolle ungeimpft.. . | 6,9 | — 6,9 


Hier zeigt nun nicht nur der Streptokokkus ungefähr die gleiche 
Herabsetzung des p„-Wertes nach 24 Stunden, wie sie im ursprüng- 
lichen Kölbchen gefunden wurde, sondern auch einer der beiden Koli- 
stämme (8) ergibt nach dieser Zeit eine deutliche p„-Verminderung. 
(Im weiteren Verlauf der fünftägigen Bebrütung führen die Kolistämme 
zu einer Herabsetzung der Wasserstoffzahl (Erhöhung des p,-Wertes) 


1) Gelatineplattenaussaat: Kein Wachstum. 
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unter jene der unbeimpften Kontrolle im Gegensatz zu den beiden 
Kokkenstámmen.) Woher dieses verschiedene Verhalten des Stammes 8 
rúhrt, entzieht sich einer náheren Beurteilung. Es ist dazu nur zu 
erwähnen, daß das Agarextraktwasser seit Anstellung des vorigen 
(zweiten) Versuches 2 Monate lang im Eisschranke aufbewahrt, die 
Zusammensetzung der Bouillon genau gleich gewählt worden ist, der 
Pg-Wert des ungeimpften Substrats diesmal 6,9, früher 6,8 betrug. 


Die Richtigkeit der Annahme einer gärbaren Substanz in der 
Agarextrakt-Wasser-Bouillon, mit Fleischextrakt Liebig und Pepton 
Witte bereitet (unter Vermeidung von Fleischwasser und ohne Zucker- 
zusatz), wird also durch den p,-Verlauf bestätigt. 


4. Versuch. Burri und Staub (6) machten die Beobachtung, daß durch 
Bact. casei Ô ‚in einem an und für sich günstigen Nährboden, wie z. B. 
Peptonschotten, im flüssigen Zustande weniger Gas gebildet wird als im 
festem Zustande, wie er durch Zusatz von 2%, Agar erreicht wird. Daß nicht 
etwa eine Vergárung des zugesetzten Agars als Quelle für die Mehrbildung 
von Gas in Frage kommt, läßt sich durch Herstellung zuckerfreier Pepton- 
Agargemische, welche kein Gas liefern, leicht zeigen.“ Die Erfahrung dieser 
Forscher hat uns veranlaßt, mit der weiteren Prüfung des Agars als mög- 
licher Quelle der Sáurebildung so lange zu warten, bis sich nicht der Gehalt 
an gärbaren Stoffen in anderen Bestandteilen der Oldekopschen Neutral- 
rotagarzusarmmmensetzung ergeben haben würde. Da mußte sich als der 
Prüfung wert in erster Linie der Liebigsche Fleischextrakt erweisen, der 
ja nicht nur die Stickstoffverbindungen und Salze des Muskelfleisches, die 
in kaltem Wasser löslich sind, enthalten dürfte, sondern auch stickstoff- 
freie Stoffe [Milchsäure, Buttersäure, Inosit, Glykogen]*). Eine Prüfung 
auf Gehalt an Körpern, die Fehlingsche Lösung reduzieren, die Herr 
Dr. v. Fellenberg vorzunehmen die Freundlichkeit hatte, ergab ein negatives 
Resultat ?). 

Zunächst lag uns daran, festzustellen, ob sich die Gasbildung, 
die im Medium ut Zusatz von 3%, Agar des zweiten Versuches ein- 
getreten ist, auch nachweisen ließe im selben Medium mit Weglassung 
des Agars. Wir benutzten also eine Bouillon gleicher Zusammensetzung. 
Durch eine Kombination des Eudiometerprinzips mit der Nachweis- 
methode von Spuren von CO, durch van Steenberge suchten wir auch 


geringste Gasmengen der direkten Beobachtung zugänglich zu machen. 


1) Zitiert nach König und Bómer, Zeitschr. f. analyt. Chem. 84, 548, 1895. 

2) Wásserige Fleischextraktlösung enteiweißen durch Bleiessig (mit 
nachfolgendem Zusatz von Na,SO,), Filtrat mit Fehlingscher Lösung 
versetzen und 2 Minuten kochen. Es entwickelt sich eine schwache Trübung, 
die bei weiterem Zusatz von Alkali verschwindet und sich dadurch als 
Bleifällung dokumentiert. Es bleibt eine feinflockige, spärliche Fällung. 
Diese ist aber nicht gelbrot (Sediment nach Zentrifugieren) und also nicht 
Cu,0. (Statt mit Bleiessig mit Tierkohle zu enteiweißen, gelingt nicht, 
indem wohl eine Entfärbung zu erzielen ist, das entfärbte Filtrat aber mit 
Bleiessig noch einen voluminösen Niederschlag ergibt.) 
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Letztere besteht darin, daß in die Kulturflüssigkeit ein dicker, rot- 
glühender Platindraht eingetaucht wird. Ist CO, zugegen, so soll das Gas 
mit schwachem Geräusch längs dem Drahte entweichen unter Bildung 
von Blasen, die sich an der Flüssigkeitsoberfläche um den Draht herum 
ansammeln. Bei Fehlen von Gas soll hingegen ein scharf zischendes Geräusch 
bemerkbar sein, während sich kein Gas bildet. Die Kulturflüssigkeit 
brachten wir in Smithsche Gärröhrchen. 

Sie war wie üblich mit NaOH so alkalisiert worden, daß pa = 6,9 
betrug. (Die Alkalisierung mit Sodalösung ist nach Michaelis zu vermeiden, 
weil sich dabei nachträglich beim Sterilisieren Veränderungen der Wasser- 
stoffzahl einstellen können. Mute zum Einstellen des pg Säure verwendet 
werden, so benutzten wir jeweils Salzsäure. In allen diesen Versuchen, 
wo es sich um den Nachweis von Spuren von gärbarer Substanz handelt, 
wurde auch immer möglichst schonend sterilisiert.) 

Als Kontrollen dienten Kulturen in der gleichen Nährflüssigkeit, die 
noch einen Zusatz von 0,1 % Traubenzucker erhalten hatte. Die Teststämme 
waren die gleichen wie im zweiten Versuch. Aufstellung bei 37% Der Ver- 
such ist in Tabelle V wiedergegeben. 






































Tabelle V. 
| Nach Stunden — č 
KS a | 8 30 
pal eika mit , qa mit | T mit obne mit eu ee mit 
H Dextrose 
Stamm 4 | t |ttt] te no | tt | ttt tt ttt E = 
(CIRLS) MD! O 8 |gegoren|| + -+ |gegoren | — — 
Stamm 5 t tt A ttt | tt ttt tt ttt — — 
(CIRLS)M || O gärt +i gärt ++ |gegoren| — — 
Stamm 8 t tt | ttt || tt ttt ttt ttt ttt ttt 
(CIRLS) M| O O Sërt O |gegoren| © |gegoren|| Ə |gegoren 
Stamm 11 || t tt | ttt | tt | ttt | tt ttt Zweet — 
(CRLS) VD O + |gärt ÆÐ | gegoren + + +4 | gegoren | — — 
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Zeichenerklärung: N 


t = schwache 
tt = mittelstarke + Trübung durch Bakterienwachstum, 
tl = starke | 
O = kein Gas, auch nicht nach Platindrahtprobe nach van 
Steenberge, 
+ = Spürchen von Gas, 
++ = Spur von Gas, 
+++ = kleine Gasblase, die Kuppe dee Smithröhrchens beinahe 
füllend. 
Umrandung der + Zeichen = betreffende Gasentwicklung erst nach 
Platindrahtprobe eingetreten. 
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Die p„-Werte betrugen am Ende der Bebrútung 


bei Stamm 4 . . . 6,9 nach 24 Stunden 
LE 38 5 S e 7,0 ,) 24 3,9 
LE 33 8 7,2 LE 30 33 
38 ,, 11 6,8 LEI 24 IR 
ge e 25...69 , 24 i 
38 an 21 2 6,9 39 30 LE 


Der Liebig-Fleischextrakt pflegt Verwendung zu finden bei der 
Herstellung von Náhrmedien mit Zusátzen verschiedener, bakterien- 
diagnostischen Zwecken dienender Zucker- und Zuckeralkoholarten. 
Gegenwart auch nur kleiner Mengen von Muskelzucker müßte hier 
sehr störend wirken, weshalb von der Benutzung der gewöhnlichen 
Rind- oder Pferdefleischbouillon abgesehen wird. Daß aber auch im 
Liebig-Fleischextrakt noch solche Stoffe zugegen sind, lehrt der vor- 
liegende Versuch. Von den verwendeten sechs Stämmen entwickelte 
nur einer (8) kein (nachweisbares) Gas, während bei zweien (4 und 11) 
das erstmals beobachtete Gas ohne, bei dreien (5, 25 und 21) mit Zu- 
hilfenahme des heißen Platindrahtes in die Erscheinung getreten ist. 

5. Versuch. Es war noch der Nachweis zu führen, daß das gebildete 
Gas ausschließlich aus dem Fleischextrakt gebildet wurde und nicht 
aus dem Pepton Witte, welches bei der Herstellung obiger Fleisch- 
extraktbouillon auch zur Verwendung kam. Wir stellten uns zu diesem 
Zwecke folgende Nährflüssigkeiten her, die neben einem Nährsalz- 
gemisch jeweils ausschließlich die auf Gärbarkeit zu prüfende Substanz 
_ enthielten: 

Peptonwasser: 2%, Pepton Witte, 

0,2% Dikaliumphosphat, 

0,04 % Magnesiumsulfat, 

0,25% Natriumcarbonat krist., 

0,001 % Calciumchlorid, trocken, 
% Stunde strömender Dampf, Papierfiltration, pg mittels Salzsäure auf 
6,9 bringen. 10 Minuten 120°, Abkühlen im Eisschrank über Nacht. py ist 


jetzt 7,2. Papierfiltration. Abfüllen in Smithsche Röhrchen und frak- 
tioniert sterilisieren. 


Fleischextraktwasser: 2%, Fleischextrakt Liebig, das obige Nährsalz- 
gemisch. Analoge Verarbeitung; Du = 7,0. 

Fleischeztraktbouillon, hergestellt wie im zweiten Versuch (pe = 6,9); 
die Kulturen in dieser dienen als Kontrollen. 

Wie sich aus Tabelle VI ergibt, muß der Fleischextrakt als das Aus- 
gahgsmaterial für die Gasbildung angesehen werden. Als Teststämme 
verwendeten wir beim Peptonwasser die vier Coli communior-Stämme 
1,4,5 und 8, die drei Aerogenesstämme 10, 11 und 22 und den Mehlkoli- 
stamm 25, die als zu den kräftigsten Enzymbildnern gehörend zu betrachten 
sind. Für die Fleischextraktmedien wählten wir neben solchen (1 und 

= Coli communior, 10 und 11 = Aerogenes, 25 = Mehlkoli) noch die 
beiden Koliformen 12 und 21, deren Vergärungsvermögen quantitativ 
hinter jenem der vorerwähnten etwas zurücksteht. 
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Die van Steenbergesche Nadelprobe verlangt insofern Vorsicht, als 
bei emem brüsken Einführen der Platinnadel, wie wir uns überzeugten, 
zugleich Luft in die Nährflüssigkeit gelangen kann. Daß aber unsefe Er- 
gebnisse nicht Artefakte sind, ergibt sich aus der guten Übereinstimmung 
m dem Sinne, daß bei den Peptonwasserkulturen nie Gasbläschen sich 
zeigten, daß sich die Versuchsstämme in Versuch 4 und 5 analog verhielten, 
daB die beiden Stämme 10 und 12 weder in Fleischextraktwasser noch in 
Fleischextraktbouillon Gasbildung verursachten. Bei Stamm 1 allerdings 
kam es nur im Fleischextraktwasser zur Gasbildung. Diese aber hatte 
bereits vor Anwendung der van Steenbergeschen Nadelprobe eingesetzt. 

Die Ergebnisse von Versuch 4 und 5 lassen sich folgendermaßen 
zusammenfassen : | 

Peptonwasser wurde von keinem der geprüften Stämme (Stamm 1, 

5, 8,-10, 11, 22, 25) unter Bildung von Gas angegriffen. 

Ausschließlich Fleischextraktwasser wurde vergoren von Stamm 1. 

Fleischextraktbouillon: Kein Gas ergaben Stamm 1, 8, 10, 12; 
Gas zeigten Stamm 4, 5, 11, 21, 25. 

Vier weitere sowohl bei Fleischextraktwasser, als auch Fleisch- 
extraktbouillon geprüfte Stämme ergaben in beiden Medien Gasbildung; 
diese setzte zuerst ein im Medium II bei den Stämmen 11 und 21, im 
Medium III bei den Stämmen 5 und 25. 

Damit haben die Versuche betreffend die Frage nach der säure- 
liefernden Substanz in Neutralrotnährmedien ohne Zuckerzusatz ihr 
vorläufiges Ende gefunden. Es ergibt sich aus ihnen, daß diese nicht 
im Agar zu suchen ist, sondern wenn überhaupt vorhanden, im Fleisch- 
extrakt (daß dem Fleisch im gegebenen Falle dieselbe Rolle zukommt, 
darf ohne weiteres gefolgert werden). Eine andere Frage, auf die unten 
zurückzukommen sein wird, ist, ob wirklich der sauren Reaktion in 
der ersten Phase der Neutralrotreaktion die Bedeutung einer ‚conditio 
sine qua non“ zukommt. Die verbessernde Wirkung des Agarzusatzes, 
die Bornand beim Zusatz dieses gelbildenden Stoffes zu Neutralrot- 
bouillon beobachtete, möchten wir einstweilen ausschließlich der 
Schaffung anaerober Verhältnisse zuschreiben; dabei ist auch die 
Rolle der soeben nachgewiesenen, im Fleisch(-Extrakt) befindlichen, 
Gas liefernden Substanz als Reduktionsfaktor im Sinne der Möglich- 
keit der Bildung naszierenden Wasserstoffs im Auge zu behalten. 


Über das Wesen der Neutralrotreaktion in Bakterienkulturen. II. 


Von 
Hans Geilinger und Karl Schweizer. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des eidgenössischen 
Gesundheitsamtes, Bern). 


(Eingegangen am 5. März 1923.) 


IH. Über die Bedingungen für das Zustandekommen der biochemischen 
Neutralrotreaktion. 


a) Über den Einfluß der Zuckermenge auf den Verlauf der Wasserstoffzahlen 
in Bouillonkulturen. 


6. Versuch. Im Laufe des Studiums der bakteriellen Neutralrot- 
reaktion beanspruchte bald die Frage nach der Rolle des Zuckerzusatzes 
beziehungsweise nach dessen Zweckmäßigkeit ein besonderes Interesse. 
Seit, wie bereits erwähnt, durch Scheffler der Zusatz von Traubenzucker 
(0,3%) zum Rothbergerschen Neutralrotagar empfohlen worden war, den 
Oldekop, übrigens auch ein Befürworter der Nützlichkeit dieses Zusatzes, 
auf 0,15%, verringerte, machten sich späterhin beim Übergang zur flüssigen 
Form des Neutralrotmedium (Savage-Bouillon mit 0,5% Glucose) gewisse 
Übelstände geltend, die auf die Anwesenheit des Zuckers zurückgeführt 
werden mußten. Daß der flüssige Zustand des Substrats für die Reaktion 
wenig geeignet ist, darauf hat schon Rothberger hingewiesen. Moore und 
Revis erhielten bei Weglassung der Glucose in Savage-Bouillon bei Koli- 
stämmen eine vollständige und bleibende Reaktion, die bei Glucosegegen- 
wart gar nicht eintrat oder unvollständig und sehr flüchtig ausfiel. Sie 
erklären dies durch ‚Annahme einer Verbindung der rasch durch Bact. 
coli gebildeten Säure mit dem Neutralrot, welche Verbindung nicht redu- 
zierbar sei durch die weitere Tätigkeit des Bact. coli. Im gleichen 
Sinne spricht sich Segale aus. Wie die vorigen Autoren, empfiehlt er Lactose 
statt Glucose als weniger schädlich wirkend. Auch Guerbet hat sich unter 
anderem der Savage-Bouillon bedient. Gewisse Kolistämme gaben kaum 
feststellbare Reaktion. Rochaix (26) befürwortet deshalb das Weglassen 
des Zuckers beim Gebrauch der Savage-Bouillon. 

Andererseits bietet eine nicht zu starke Säurebildung gewisse Vorzüge. 
Mandoul und Gruat (1915) treten für den Zusatz von Glucose ein, da dadurch 
ein Umschlag in Alkalisch mit seinem irreführenden Farbumschlag ver- 
mieden werde. Bulir zieht die saure Reaktion mit als Kriterium für das 
Vorhandensein von Bact. coli heran. 

Rochaix und Dufourt, veranlaßt durch ihre Entdeckung, daß einzig 
die der Harnstoffvergárung fähigen Mikroorganismen, zu denen auch 
Bact. coli zu rechnen ist, imstande sind, die vollständige Rothbergersche 
Reaktion (Fluoreszenz und Kanariengelbfärbung) zu geben, gelangen zu 
einer eigenen Auffassung. Sie erblicken, wie es scheint, die Bedeutung 
des Zuckers einzig darin, daß damit eine Substanz vorliegt, aus der Gas 
gebildet werden kann, indem dem Gas als Kriterium für Bact. coli 
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gegenüber den anderen Harnstoffvergärern eine wesentliche Bedeutung 
zugesprochen werden muß. Hingegen legen sie zum mindesten wenig 
Gewicht auf die Bedeutung des Zuckers als wichtigen Reduktionsfaktor!). 

Sie gelangen, gestützt auf den oben erwähnten Parallelismus zwischen 
Harnstoffvergärung und Neutralrotreduktion, zu folgender Hypothese 
(C. r. Soc. Biol. 1910, II, 328); Der Zusatz von Alkalien und Ammoniak 
im besonderen bedingt einen Umschlag des Neutralrotes in Gelb, wobei 
ein neuer Körper entsteht. Die Mikroben wie übrigens alle lebenden Gewebe 
bedingen durch ihre Lebenstätigkeit die Entstehung von Harnstoff. Es 
ist nun wahrscheinlich, daß ausschließlich die Harnstoffvergärer, die einzig 
imstande sind, den Harnstoff in Ammoniumcarbonat zu verwandeln, diesen 
Harnstoff in den Kulturen letzten Endes in Ammoniumverbindungen 
umsetzen, die infolge sekundärer Reaktionen zur vorübergehenden (?) 
Entstehung freien Ammoniaks führen würden (,,ccomposés ammoniacaux, 
qui, par suite de réactions secondaires, donneraient momentanément de 
Pammoniaque libre“). Das so in Freiheit gesetzte Ammoniak wirke auf 
das Neutralrot, bringe es zum Umschlag in Gelb und würde dann umgesetzt 
oder neutralisiert. 

Fußend auf dieser Hypothese, muß man die Gegenwart von Zucker 
als Säurequelle als schädlich erachten. So kommt Rochaix folgerichtig 
dazu, bei aeroben Kulturen auf die Verwendung von Zucker und damit 
auf die Kolidiagnose zu verzichten zugunsten einer zuverlässigen Reaktion 
und der Diagnose auf Wasserverschmutzungsmikroben. Er führt allerdings 
Versuche von Guerbet mit anaeroben Kulturen an (25), wobei die Gegenwart 
von Glucose nicht schädigend gewirkt hatte, führt dies aber lediglich darauf 
zurück, daß die Anaerobiose das Erscheinen der Säure verzögere. 

Wir werden unten noch eingehend auf die Stichhaltigkeit der Hypothese 
von Rochaix und Dufourt einzutreten haben, möchten aber schon hier 
darauf hinweisen, daß man wohl zu unterscheiden hat zwischen dem infolge 
Alkaligegenwart aus Neutralrot entstehenden rötlichgelben, nicht fluores- 
zierenden Körper und dem kanariengelben, fluoreszierenden, der in den 
reduzierenden Bakterienkulturen in die Erscheinung tritt (Guerbet, 
These 1911, S. 54). Ist nun dieser letztere auch durch die Gegenwart 
von Alkali bedingt ? Mit der Verneinung dieser Frage fällt auch die Hypothese 
von Rochaixz und Dufourt. 


Beim skizzierten unabgeklärten Stande der Frage versprachen 
wir uns für eine vorläufige Orientierung Anhaltspunkte aus der Kenntnis- 
nahme der Wasserstoffzahlen und des Verlaufes ihrer Veränderungen 
in Kulturen mit verschiedenem Zuckergehalt. Liegt schädliche Säure- 
wirkung vor, so dürfte sie durch die Wasserstoffzahlen am treuesten 
zum Ausdruck gebracht werden. Da die störende Wirkung des Zucker- 
gehaltes sich weniger im festen, als vielmehr im flüssigen Substrat 
geltend gemacht hatte, so beschränkten wir uns auf die Prüfung des 
letzteren. Den verhältnismäßig niederen Nährstoffgehalt der Kultur- 
flüssigkeit im ersten diesbezüglichen Versuch (6. Versuch) wählten wir 


D Rochaiz, Revue d’Hygiöne 39, 478, 1917: ,,Mais la presence des 
sucres, si elle permet de surprendre la formation de gaz dans les cultures, 
géne considérablement le virage du milieu au jaune canari avec fluorescence 
verte.“ 
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in Rücksicht auf die Verhältnisse der Praxis, wo die Nährlösung durch 
das zu prüfende Wasser öfters beträchtlich verdünnt werden dürfte. 


Die Nährflüssigkeiten wurden wie folgt hergestellt: 
Nährlösung I: 
30%/. Fleischextrakt Liebig 
5%/00 Pepton Witte 1/, Stunde 85° 
Destilliertes Wasser 
De uf 6,9 bringen (geschah hier irrtúmlicherweise mittels Soda). 
Auf 22° abkühlen, filtrieren durch Filtrierpapier. 
Dextrosezusatz: 1 bzw. 0,1 % (Präparat verursacht etwas Trúbung). 
Abfüllen zu 100 cem in Erlenmeyerkólbchen, 
20 Minuten 115°, worauf vermehrte Trübung entstanden ist. 
Dep = 7,0. 
N eelere II: 
30/0 Fleischextrakt Liebig 
5%/0 Pepton Witte 20 Minuten 115°. 
Destilliertes Wasser 
Do auf 6,9 bringen (mittels NaOH). 
20 Minuten 120°, Eisschrank über Nacht, durch Papier filtrieren. 
Dextrosezusatz: 1 bzw. 0,1% (Präparat rein, verursacht keine 
Trübung). 
Abfüllen zu 100 cem in Erlenmeyerkölbchen. 
Fraktioniert sterilisieren. Bouillon bleibt klar. 
Do = 6,8 bzw. 6,85 (Differenz innerhalb Fehlergrenze der Ab- 
lesung!). 

Die Feststellung der Wasserstoffzahlen wurde nach 24 und 48 Stunden 
und nach 5 Tagen bei beständigem Aufenthalt bei 37° durchgeführt. Es 
handelte sich hier also nicht um ein Eintreten auf die Anschauungen von 
Rochaix und Dufourt, das auch Beobachtungen in kürzeren Zeitintervallen 
nach der Impfung erfordert hätte (denn dabei können sich die wichtigsten 
Vorgänge innerhalb der ersten 24 Stunden abspielen), sondern wir 
wollten lediglich den Einfluß der verschiedenen Zuckergehalte auf den 
Wert der Wasserstoffzahlen feststellen. Die Beobachtungsdauer wurde 
‚nicht über 5 Tage ausgedehnt, da eine längere Zeitdauer auch bei den 
bezüglich der Neutralrotreaktion sich schwächer verhaltenden Stämmen 
nicht in Betracht fallen konnte. Am Ende des Versuchs wird der reine 
Zustand der Kulturen durch Gelatineplatten festgestellt. Ein Teil derselben 
weist keine wachstumfähigen Keime mehr auf!) Die Versuchsresultate 
sind in Tabelle VII niedergelegt. 


1) Nach dem 5. Tage bleiben die Kölbchen bei Zimmertemperatur im 
Dunkeln; die Prüfung auf Reinheit erfolgte am 6. Tage bei Nährlösung I, 
am 7. Tage bei Nährlösung II*, am 5. Tage bei Nährlösung II. Die Aussast 
auf Gelatineplatten geschah folgendermaßen: Kultur gut durchmischen, 
in erste Platte je eine kleine Öse, davon in zweite Platte je eine mittlere Öse. 
Als abgestorben erwiesen sich: 

Nährlösung I; 1% Dextrose: 1, 6, 7, 9, 10 (2 Kol.), 12. 

; 0,1% Dextrose: 10, 12, 27. 
m II; 1% Dextrose: 1, 2 (5 Kol.), 5, 6, 7, 9, 10, 12, 27, 28. 
ja II; 0,1% Dextrose: 9, 10, 12 (3 Kol.), 27, 28. 
` 11*; 1% Dextrose: 4, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21. 
e 11*; 0,1% Dextrose: 14, 15, 17, 18, 20, 21, 29. 
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Es ergibt sich also eine ganz beträchtliche Herabsetzung des Py- W ertes 
durch Koli- und auch durch koliforme Stámme innerhalb der ersten 
24 Stunden, und zwar nicht nur bei Gegenwart von 1%, sondern, was 
uns besonders interessieren muß, auch von nur 0,1%, Dextrose. Mit 
dem Älterwerden der Kulturen zeigt sich dann im allgemeinen ein um- 
gekehrtes Verhalten der p,-Werte bei den Kulturen mit verschiedenem 
Zuckergehalt: Bei 1%, Traubenzucker geht der pa-Wert noch etwas 
weiter herunter, um, wie es scheint, einen für die Koliart charakte- 
ristischen Endwert zu erreichen (Clark und Lubs haben auf die End- 
wasserstoffionenkonzentration in Kulturen von bestimmt zusammen- 
gesetztem Medium als Art- und Rassenmerkmal hingewiesen: Clark 
und Zubs, Journ. of Infect. Dis. 17, 110, 1915; ref. C. f. B., I. Abt. 
Ref. 64, 410; Clark, Journ. of Biol. Chem. 21, 87, 1915; ref. C. f. B., 
I. Abt. Ref. 66, 4%), während bei Gegenwart von 0,1%, Trauben- 
zucker im Laufe von 5 Tagen umgekehrt p,, wieder steigt; doch zeigt 
sich letztere Erscheinung regelmäßig und deutlich nur bei der durch 
Eiweiß (?)-Fällung getrübten Nährlösung I. Durch besonders weit- 
gehende Erhöhung des Wasserstoffexponenten auch in der klaren 
\ährlösung II (Ppa = 7,6 bzw. 7,2) zeichnen sich die Stämme 11 (Aero- 
genesstamm) und 25 (Mehlkolistamm) aus, was auf besonders starkes 
EiweiBabbauvermógen zurückzuführen sein dürfte. Der Unterschied 
in der abgesehen vom Zuckerzusatz bestehenden Zusammensetzung der 
beiden Nährlösungen kommt also im allgemeinen in den Kulturen mit 
l% Dextrose bedeutend weniger zum Ausdruck als in jenen mit 0,1%. 

7. Versuch. Wir suchten nun einerseits durch weitere Ausdehnung 
der Beobachtungszeit (auf 12 Tage) Übereinstimmung des letzten 
ud vorletzten Ge Wetten zu erreichen, andererseits sollte das Ver- 
halten des Wasserstoffexponenten in Kulturen ohne Zuckerzusatz 
ermittelt werden, da auch der geringe Zusatz von 0,1%, Dextrose 
immer noch eine beträchtliche Erhöhung der Wasserstoffionen- 
konzentration innerhalb der ersten 24 Stunden zur Folge gehabt hatte. 


Als Kultursubstrat verwendeten wir diesmal eine Fleischextrakt- 
Peptonbouillon folgender Zusammensetzung: 

2%, Pepton Witte, 1%, Fleischextrakt Liebig, 0,1% Kochsalz, Y, Stunde 
strómender Dampf, Papierfiltration, pg auf 6,9 bringen (NaOH), 10’ 120°, 
über Nacht 10°, Papierfiltration, in Kölbchen abfüllen zu 100 ccm (nach 
Zuckerzusatz), fraktioniert sterilisieren, die mit 1%, 0,15% und ohne 
Dextrose verwendet wurde, als zuckerfreies Substrat ferner noch das Pepton- 
wasser mit dem Nährsalzgemisch des 5. Versuches. Die Kulturen wurden 
mt paraffiniertem Verschluß versehen und während der ganzen Versuchs- 
dauer wieder bei 37° gehalten. Die Zeitintervalle der Beobachtung waren, 
abgesehen von der Beobachtung nach 12 Tagen, dieselben wie im vorher- 
chenden Versuch, doch wurde ein Teil der Stämme schon nach 16 statt 
4 Stunden der Prüfung unterzogen. Wieder wird am Ende des Versuches 
die Reinheitsprüfung mittels Gelatineplattenkultur durchgeführt. 
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Über die Versuchsergebnisse orientiert Tabelle VIII. Es lassen 
sich daraus folgende Feststellungen machen: 

l. Konstantwerden der Wasserstoffzahl bei Zusatz geringer 
Zuckermengen (0,15%, Dextrose) läßt sich auch nicht bei Ausdehnung 
der Bebrútungszeit auf 12 Tage beobachten; aber selbst bei Gegen- 
wart von 1%, Dextrose erreichen nicht alle Koliformen in dieser Zeit 
einen Endwert. 

2. Auch beim siebenten Versuch bedingt der geringe Traubenzucker- 
zusatz von 0,15%, analog den Verhältnissen beim vorhergehenden 
Versuch eine verhältnismäßig beträchtliche Herabsetzung des Wasser- 
stoffexponenten. 

3. Bei keiner der nach 16 Stunden beobachteten sieben Kulturen 
mit Zuckerzusatz ließ sich eine Erhöhung des p,-Wertes über den 
wahren Neutralpunkt (7,07) nachweisen; im Gegenteil ergab sich in 
diesen Kulturen vorwiegend beträchtliche Verminderung dieses Wertes. 
Der Aerogenesstamm 11 führt sogar in Bouillon ohne Zuckerzusatz 
innerhalb 16 Stunden zu einer Herabsetzung des Wasserstoffexponenten. 
Es ist dieser Befund in Parallele zu setzen mit dem bei Stamm 8 im 
dritten Versuch (Tabelle IV) nach 24 Stunden beobachteten Verhalten. 

Da also p„-Werte über 7,07 im Zeitintervall von 16 Stunden 
bis 2 Tagen nach der Impfung bei den Bouillonkulturen mit Zucker- 
zusatz nicht beobachtet werden konnten, so bleibt für diese Fälle nur 
noch die Annahme einer p,-Erhöhung über 7,07 vor 16 Stunden, wenn 
man mit Rochaix und Dufourt an der Supposition der Wirkung von 
XH, festhalten will. Erhöhungen nach 5 Tagen haben natürlich in 
diesem Zusammenhang keine Bedeutung mehr, da die typische bak- 
terielle Neutralrotreaktion sich spätestens nach 48 Stunden vollzogen 
haben soll. | 

4. Hingegen interessieren uns diese späteren pa-Erhóhungen wegen 
dem durch sie veranlaßten Farbenumschlag in (Rötlich-) Gelb, der, 
worauf Mandoul und Gruat hinweisen, Anlaß zu Irrtümern geben 
könnte und nicht mit dem kanariengelben Umschlag der echten Reak- 
tion von Rothberger verwechselt werden darf. 

In Tabelle IX sind die Ergebnisse der beiden einschlägigen Versuche 6 
und 7 nach diesen Gesichtspunkten dargestellt. Der Umschlagsintervall 


von Neutralrot erstreckt sich von py = 6,8 bis py = 8,0. Bei 6,8 ist es rot, 
bei 8,0 (orange-)gelb (Kolthoff). 


b) Über das chemische Reduktionsprodukt des Neutralrots. 

8. Versuch. Guerbet hat darauf hingewiesen, daß nicht nur die Harnstoff- 
vergärer, sondern überhaupt alle mit der Fähigkeit der NH,-Bildung beim 
Eiweißabbau ausgestatteten Mikroorganismen der betreffend Vollständigkeit 
der Neutralrotreaktion durch Rochaix und Dufourt aufgestellten Voraus- 
setzung Genüge tun dürften. Er weist überdies darauf hin, daß die Gegen- 
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Tabelle VIII.. 
Fleischextrakt-Bouillon Fleischextrakt-Bouillon 
mit 10) Dextrose mit 0,150/, Dextrose 
| x PH nach Tagen 





A Et) #1 ae a 


Stamm 1 (CIRLS) MD | 49* | 4,7 [47 47 | 57*|58 |62 
» 4 (CIRLS) MD | 47 |47 |47 ‚47 | 60 | 608 65 
„ 5 (CIRLS) M | 47* | 47 |47 |47 7 |59 
>» 8 (CIRLS) M .!47 |47 |£7 |47 ¡ 605 | 63 |695 
»  9(CIRL) MD || 48 | 475|475 |47 | 59 |59 |635 
» 10 (CRLS) VMD| 49* | 51 |495 53 | 5,1* 5,65 
„ 11 (CRLS) VD. | 5,0* 6,3 | 6,3* 
© 12 (CRLS) VM.| 5,2* | 515 5,15 | 5,15 | 5,2* | 535| 5,45 

.| 5,4 6,15 5 
5,0* 5,0* 








» 17 (CRLS) M 




















» 21 (CRLS)M . 5,0 [5,05 | 5,3 54 | 5,4 

» 22 (CRLS) V. .|| 5,2 5,3 |5,6 | 5,6 | 5,9 | 6,3 | 6,35 

„ 24 (PRLS)V. .| 5,6 5,6 163 159 | 55 | 5,6 , 

» 25 (PRLS)V. .| 5,4* | 6,2 [6,7 | 6,8 6,3* | 6,3 | 6,95 

» 28(P)M....[56 |55 |50 | 5,1 5,7 158 | 5,58 

"ei 6,85* | — 16,85 | 6,75 | 6,8* | — | 6,8 

Kontrollen ungeimpft 10 1. d 675 | 70 | — EN 
Me Peptonwassser 











| PH nach Tagen 























NEE ZE SCH 
Stamm 1 (CIRLS) MD | 6,75*| 74 |80 | 91 | == i=|- 
»  4(CIRLS) MD | 72 |73 |74 | 805 | 7,2* |73 |755| 76 
» 5 (CIRLS)M .|6,8* | 7,2 | 7,55| 76 |7,2* |73 |76 | 75 
»„  8(CIRLS)M .|72 |76 |81 | 99 | 7,2* |73 |76 | 74 
»  9(CIRL)MD.[71 [72 |755| 825| — | — | —| — 
„ 10 (CRLS) VMD | 6,75* | 6,95| 7,05 | 7,1 | 7,25*| 7,35! 7,6 | 74 
„ 11 (CRLS) VD . || 6,55* | 6,95 8,2 | 7,7 | 7,25* | 735| 7,6 | 73 
„ 12 (CRLS) VM.|675*| 6,85| 73 | 74 | — | = | = | — 
wm TF (ORK, 170-170 170 Ta Ge el] së 
a 21 (CRLS)M. .[6,75*|70 | 7,2 | 68 | — | = | = | — 
”» 22(CRLS)V..|70 |70|72 | 79 |7,2* | 735| 7,55| 7,4 
o Se EELER, ee 190: IT A Jee Jr es 
„ 25 (PRLS)V. .| 6,75*| 705| 72 | 7,335 | 725* | 735| 7,6 | 7, 
we BAM Io Bla eg OS RÁ o Ges 
Kontrollen ungeimpft . | TO geg, Re 10 | dé Ss Dé Ga 


Die Prüfung auf Reinheit, wobei in gleicher Weise geimpft wurde 
wie beim 6. Versuch, geschah wieder mittels Gelatineplatten; die Impfung 
erfolgte am 12. Tage. Dabei zeigten sich folgende Stämme als abgestorben: 

Fleischextrakt-Bouillon mit 1% Dextrose: 1, 4, 5, 8, 9, 10, 12, 17, 21, 28. 

Fleischextrakt-Bouillon mit 0,15% Dextrose: 10, 12, 21, 28. 

Fleischextrakt-Bouillon ohne Dextrose: Keiner. 

Peptonwasser: Keiner. 


1) Nach 16 Stunden bei den mit * bezeichneten Proben. 
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Tabelle IX. 


PH = 6,8 bis 7,95 PH = 80 oder > 8,0 
Umschlag von Rot bis Gelb | Gelb 
Nährlösung I, 1% Dextrose. Kontrolle: pg = 7,0, Versuch 6. ` 
Tag Sc E i EE 
ago. ES SS 
Tage. _ — 
Nährlösung I, 0,1% Dextrose. Kontrolle: De = 7,0, Versuch 6. 
1 Tag .' — 
2 Tage. | Stámme: 2, 11 
5 Tage. | Stämme: 1,2, 3, 5, 6, 7, 11, 13, 30 
Nährlösung II, 1% Dextrose. Kontrolle: pg = 6,8(5), Versuch 6. 
1 Tag . = u 
2 Tage . Gm — 
5 Tage . == 


Nährlösung II, 0,1% Dextrose. Kontrolle: pg = 6,8(5), Versuch 6. 











GI N bei 





Stamm: 11 — 
Stämme: 11, 25 — 
Bouillon mit 1% Dextrose. Kontrolle: pg = 6,85, 7,0, Versuch 7. 
1 Tag. — 
2 Tage e 


ago Se 
12 Tage Stamm: 25 
Bouillon mit 0,15% Dextrose. Kontrolle: py = 6,8, 7,0, Versuch 7. 
1 Tag. — — 
2 Tage — 
5 Tage Stämme: 8, 25 Stamm: 11 
12 Tage Stämme: 1, 4, 9, 11, 22, 24, 25 Stamm: 8 


Bouillon ohne Dextrosezusatz. Kontrolle: py = 6,8, 7,0, Versuch 7. 
1 Tag. || Stämme: 1, 4, 5, 8, 9, 10, 12, 17, 21, 22, 24, _ 
25, 28 | 








2 Tage || Stämme: 1,4, 5, 8, 9, 10, 11, 12, 17, 21, 22, — 

24, 25, 28 
5 Tage | Stämme: 4, 5, 9, 10, 12, 17, 21, 22, 24, 25, 28| Stámme: 1, 8, u 
12 Tage || Stämme: 5, 10, 11, 12, 17, 21, 22, 24, 25, 28| Stámme: 1, 4,8, 9 


Peptonwasser ohne Dextrosezusatz. Kontrolle: py = 7,2, Versuch 7. 


1 Tag. Alle geprüften Stämme — 
2 Tage ,) 39 sp Ta 
5 Tage IT IT ,> SE 
12 Tage 29 IT 29 Ja 


wart von Ammoniak keine Neutralrotreaktion bedingt, indem er Umschlag 
in Kanariengelb mit Fluoreszenz auch bei Fehlen freien Ammoniaks (,,en 
apparence‘‘) in den Kulturen beobachtete; andererseits verschwand diese 
Färbung trotz der Zunahme des Ammoniaks. 

Dessenungeachtet hält Guerbet doch an der Annahme der Notwendigkeit 
des Zugegenseins freien Ammoniaks in wenn auch noch so kleiner Menge 
fest. Andererseits weist er darauf hin, daß die Azidität sehr groß werden 
könne ohne der typischen Gelbfärbung Eintrag zu tun, wenn diese letztere 
sich erst einmal ausgebildet habe; dies jedoch nur unter der Voraussetzung 
anserober Verhältnisse. 


7 * 
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Seine diesbezüglichen Folgerungen lauten etwa folgendermaßen: 
Die Säure allein ist nicht imstande, die kanariengelbe Farbe zu verändern; 
ebensowenig ist Alkalität allein imstande, diese typische Färbung aufrecht 
zu erhalten. Ausschlaggebend ist das Vorhandensein bzw. Fehlen reduzierender 
Vorgänge. Damit steht man nun eigentlich wieder auf einem Punkte, wie 
ihn bereits Scheffler deutlich formuliert hat. 

Im folgenden liegt uns nun vor allem daran, den Nachweis zu 
führen, daß Ammoniak beim Zustandekommen der typischen Neutral- 
rotreaktion überhaupt keine Rolle spielt, sondern daß, worauf in klarer 
Weise hingewiesen zu haben das Verdienst Guerbets ist, Reduktions- 
prozessen eine ausschlaggebende Bedeutung zukommt. 

Es kann sich dabei nur um Anlagerung von Wasserstoff handeln, 
eine Sauerstoffabspaltung kommt nicht in Betracht, weil das Neutralrot- 
molekül überhaupt kein Sauerstoffatom enthält. Schwierigkeiten für die 
Erklärung des chemischen Vorganges erwachsen aus den positiven Befunden 
Querbets mit Neutralrotpeptonwasserkulturen von Bact. coli ohne Zucker- 
zusatz unter anaeroben Bedingungen, wo von der Entstehung gasförmigen 
Wasserstoffes kaum die Rede sein dürfte. Hier drängt sich die Vorstellung 
einer direkten Übertragung aus anderweitigem Molekülverbande abge- 
spaltenen Wasserstofís auf. Große Wahrscheinlichkeit dürfte der Annahme 
zukommen, daß es sich hier um eine Sauerstoffabspaltung aus dem Wasser- 
molekül handelt, wobei der frei werdende Wasserstoff sich an das Neutralrot- 
molekül anlagert, ein Mechanismus, wie ihn Gdzony und Kramár auch für 
die Methylenblaureduktion anzunehmen geneigt sind. 

Schon das rein chemische Verhalten des Neutralrots gegenüber 
Ammoniak einerseits, naszierendem Wasserstoff als solchem und in 
Kombination mit Einflüssen der Reaktion andererseits gibt uns weg- 
leitende Anhaltspunkte bei der Beurteilung der in Betracht fallenden 
Faktoren. Für eine diesbezügliche zuvorkommende wertvolle Mit- 
arbeit möchten wir auch an dieser Stelle Herrn Dr. v. Fellenberg unseren 
herzlichen Dank aussprechen. Zunächst wurde der Versuch von Guerbet 
wiederholt, wobei wir zum gleichen Ergebnis gelangten. 

Zu 10 ccm Wasser werden gebracht: 


0,25proz. N en . . . . 10 Tropfen, 
Zinkpulver `, . . : . . . . einige Dezigramm, 
Essig- oder Milchsäure co... . . etwa 10 Tropfen. 


Den Verlauf des Versuches beschreibt Guerbet folgendermaßen: `, On 
tiédit le mélange; un dégagement d'hydrogène apparaît. Si, continuant 
à tiédir la liqueur au-dessus d'un bec de Bunsen, de façon à provoquer un 
dégagement. abondant. et régulier d’hydrogene, on observe les modifications 
qui s'opérent dans la coloration du liquide, on constate que peu à peu la 
teinte groseille du rouge neutre acidifié passe au rouge rubis, puis au rouge 
pelure d’oignon. Au cours de ces réactions apparaît, visible par réflexion, 
une fluorescence qui s'accentue A mesure que la réduction du rouge neutre 
s'avance et qui atteint son maximum lorsque la liqueur est devenue teinte 
pelure d'oignon (vue par transparence). 

A ce moment, on décante la liqueur pour la séparer du zinc et on ajoute 
goutte à goutte de l’ammoniaque pure ou de la potasse normale; sous lin- 
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üuence de l’alcali, la teinte rouge brique fait peu á peu place & une teinte 
orangée puis à une teinte jaune canari, quand l’alcali est en excès; la fluores- 
cence augmente jusqu’à ce que l'excès d'alcali dissolve le précipité gélatineux 
d'oxyde de zinc. La réaction du rouge neutre est alors complète: par 
transparence on a une teinte jaune canari, par réflexion une fluorescence 
verdátre.*' l 

Unsere weiteren rein chemischen Beobachtungen lassen sich 
folgendermaßen zusammenfassen, wobei N = Neutralrot vor der 
Reduktion, R = Neutralrot nach der Reduktion bedeutet: 

I. Farbe wässeriger N-Lösungen bei verschiedener Reaktion: 

N neutral = kirschrot. 

N sauer — blaustichiger rot 

N ammoniakalisch = orangegelb (Orangekristalle). 

II. Ausschütteln obiger drei wässerigen Lösungen mit Amyl- 
alkohol (N in Amylalkohol): 























| 


Reaktion | Neutral | Sauer | Alkalisch (N H3) 
Amylalkohol . . .... | orangerot | rot | orangegelb 
Wasser. . 2 22200 farblos -= hellviolett farblos 


IHI. Partielle Reduktion des N mit naszierendem Wasserstoff in 
saurer wässeriger Lösung in Anlehnung an den Versuch von Guerbet, 
Ausschútteln mit Amylalkohol : 

Amylalkohol : Rot (= hauptsächlich N) 
Wasser : Gelb, grün fluoreszierend (= hauptsächlich R) 


Durch wiederholte Amylalkoholextraktion kann R ganz vom N 
gereinigt werden (N überwiegend in Amylalkohol löslich gemäß „II, 
sauer“). Der so gereinigte, in Wasser gelöste R ist rein gelb und stark 
grün fluoreszierend. 

IV. Ausschütteln wässeriger Lösungen des R mit Amylalkohol 
(R in Amylalkohol): | 

Aus saurer Lösung geht R teilweise (weniger als N!) in Amyl- 

alkohol, auch mit starker Fluoreszenz. 

Aus ammoniakalischer Lösung geht R quantitativ in Amylalkohol, 

wobei die Fluoreszenz schwach wird. 

(Wird wieder angesäuert, so geht R zur Hauptsache vom Amyl- 
alkohol wieder ins Wasser.) 

V. Weiteres Verhalten der wässerigen Lösung von R: 

Zusatz von Ammoniak: Fluoreszenz nimmt ab, verschwindet 

aber nicht. 

Zusatz von wenig HCl (n/10): Fluoreszenz bleibt. 

Zusatz von viel HCl: Fluoreszenz verschwindet; Farbe wird bráun- 

lich-gelb, dann rötlich-braun, rot, violett (Oxydation). 


(sauer) 
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Während die schwach essigsaure Lösung von R recht gut haltbar 
ist, so oxydiert sich die stark salzsaure an der Luft, schneller durch Zusatz 
eines Oxydationsmittels, z. B. Persulfat, wieder zu N. 

VI. Reduktion des N mit naszierendem Wasserstoff bei alkalischer 
Reaktion (orangegelb) ist nicht gelungen, weder beim Erwärmen über 
der Bunsenflamme, noch bei stundenlanger Einwirkung von Mg bei 
350. (Bei nachfolgender Ansäuerung kirschrot ohne Fluoreszenz, bei 
Amylalkoholzusatz verteilt sich dann der Farbstoff auf beide 
Lösungsmittel: Wasser und Amylalkohol.) 

Besonders hervorgehoben muß also werden, daß es zum Auftreten 
des typischen kanariengelben, grün fluoreszierenden Farbstoffes der An- 
wesenheit alkalischer Reaktion und von NH, im besonderen gar nicht 
bedurfte, ja daB im Gegenteil durch Ammoniakgegenwart eine Ab- 
schwächung der Fluoreszenz bedingt wurde. Im Gegensatz zu der 
Auffassung von Rochaix und Dufourt und in Übereinstimmung mit 
Bulv ist bei den vorliegenden rein chemischen Versuchen dieser Farb- 
stoff bei saurer Reaktion in die Erscheinung getreten. Was ihn aber 
bis jetzt oft übersehen oder nicht richtig einschätzen ließ, ist der Um- 
stand, daß seine gelbe Farbe eben leicht durch das Kirschrot des noch 
nicht reduzierten Neutralrotrestes verdeckt wird. Es dürfte sich da 
um jene Fälle handeln, wo bei kirschroter Färbung eine dunkelgrüne 
‘ Fluoreszenz auftritt, wie das bei flüssigen Neutralrotmedien (Savage- 
bouillon) öfters beschrieben wurde. | 

Mit Hilfe des Amylalkohols ließ sich also das noch nicht reduzierte 
Neutralrot entfernen und so wahrscheinlich machen, daß es sich 
bei der kulturellen Neutralrotreaktion um das Vorliegen eines Ge- 
misches beider Farbstoffe handle, eines Gemisches, das sich in seiner 
Zusammensetzung im Verlaufe der vollständigen Reaktion in dem 
Sinne ändert, daß im Beginn der gelbe fluoreszierende, am Ende der 
Reaktion der kirschrote völlig fehlen. 

Was nun die Reaktion (Wasserstoffionenkonzentration) anbelangt, so 
läßt sich aus diesen Versuchen ferner schließen, daß diese Reduktions- 
reaktion als solche in gewissen Grenzen wohl unabhängig von derselben sein 
wird. (Was uns rein chemisch nicht gelungen ist, Reduktion bei alkalischer 
Reaktion, dürfte ja immerhin bei einer Bakterienkultur kein Ding der 
Unmöglichkeit sein. Guerbet verzeichnet übrigens die Reduktion in alkali- 
scher Lösung und gibt an, daß der entstehende Körper in wässeriger Lösung 
eine zeisiggelbe Farbe mit prächtiger Fluoreszenz bedinge.) Wir dürfen 
uns vorstellen, daß bei jungen Kulturen mit Zuckerzusatz der typische 
Umschlag bereits eingetreten sein wird zu einer Zeit, wo noch saure Reaktion 
besteht, daß aber bei älteren Kulturen dieser Umschlag auch bei alkalischer 
Reaktion bestehen bleiben kann, vorausgesetzt, daß für Fernhaltung des 
Luftsauerstoffes gesorgt wurde. Auch hier zeigen uns obige Versuche, daß 


bei Gegenwart von Säure und Sauerstoff die Neutralrotreaktion reversibel 
ist, indem sich der gelbe fluoreszierende Farbstoff dabei in den roten zurück- 
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verwandelt. Sind die Kulturen nicht anaerob gehalten, so kann beim 
Älterwerden der Fall einer Gelbfárbung wohl eintreten, diese ist aber nicht 
von Fluoreszenz begleitet, und das Gelb hat einen Orangeton: Es handelt 
sich einfach um Alkaliumschlag, wie er bei pg = 8,0 vollzogen ist. 

Gemäß dieser Überlegungen können wir uns nun ohne weiteres folgende 
Fälle bei Neutralrotkulturen als möglich vorstellen: 

l. Kanariengelb + Fluoreszenz = vollständige Reduktion, Reaktion 
sauer bis alkalisch. 

2. Rot + Fluoreszenz = partielle Reduktion, Reaktion sauer bis 
neutral. 

3. Orangegelb + Fluoreszenz = partielle Reduktion, Reaktion sauer 
bis alkalisch; die orangegelbe Farbe bei saurer Reaktion bedingt durch 
Überdeckung von Kanariengelb und Rot, bei alkalischer Reaktion als 
solche vorhanden. 

4. Orangegelb ohne Fluoreszenz = keine Reduktion, Reaktion alkalisch. 

Kehren wir nochmals kurz zum Cuerbetschen Versuche zurück, so 
wäre dieser nun so aufzufassen, daß zunächst eine partielle, hauptsächlich 
durch Grünfluoreszenz sinnfällig werdende Reduktion des Neutralrotes 
bei saurer Reaktion herbeigeführt würde, und daß dann durch den Zusatz 
des Alkali der nicht reduzierte, mit seiner roten Farbe den kanariengelben 
fluoreszierenden Farbstoff überdeckende und so zu der Skala der Misch- 
iarben führende Rest zum Umschlag in Orangegelb gebracht würde; da- 
durch käme nun das typische Gelb des reduzierten Farbstoffes erst zum 
Vorschein. Es bedarf des Hilfsmittels des Alkalizusatzes nun nicht mehr, 
indem durch die Trennung mittels Amylalkohols die Kanariengelbfärbung 
des reduzierten Farbstoffes von Anfang an sich feststellen läßt. 


c) Über die Abhängigkeit der Neutralrotreaktion in (flüssigen) Bakterien- 
kulturen von Sauerstoff und Azidität. 

9. Versuch. Es handelte sich für uns noch darum, die aus den 
rein chemischen Beobachtungen gezogenen Folgerungen an Bakterien- 
kulturen bestätigt zu sehen. Zugleich bilden die im folgenden anzu- 
führenden Versuche eine Bestätigung und Ergänzung zu denen von 
Guerbet. Im 9. Versuch sollte zunächst festgestellt werden: 

L Der schädigende Einfluß des Luftsauerstoffs; 

2. der bedingt, d. h. nur bei Gegenwart von Sauerstoff schädigende 

Einfluß saurer Reaktion. 

Als Neutralrotbouillon benutzten wir eine Flüssigkeit folgender Zu- 

sammenstellung: 

2% Pepton Witte 

1%, Fleischextrakt Liebig 
02% Kochsalz 


20° strömender Dampf bei zeitweiligem Um- 
| schütteln, Papierfiltration (auf ursprüngliches 
Volumen ergänzen), auf 6,8 einstellen 
(NaOH), 1 Stunde Dampftopf, bleibt klar. 


Zusatz von 2%, einer l prom. wásserigen Neufralrotlösung (nach der 
Angabe von Jungeblut). 

Zu einem Teil dieser Nährflüssigkeit werden nun noch 0,15% Dezxtrose 
zugefügt. 

Diese beiden Bouillonen werden teils in Reagenzgläser als Hochschicht, 
teils in 150 cem-Erlenmeyerkölbchen zu 20 ccm als Flachschicht abgefüllt. 
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Sterilisation: Flússigkeit ohne Zuckerzusatz 30 Minuten 110%; bleibt 
klar; Flüssigkeit mit Zuckerzusatz fraktioniert. 

Impfung wie üblich. Die Hochschichtröhrchen wurden vor der Impfung 
30 Minuten lang im kochenden Wasserbad gehalten, abgakühlt und sofort 
geimpft. Unmittelbar daran schloß sich die Aufmontierung des Anaerob- 
verschlusses nach Wright-Burri (KO H-Pyrog'sllol). Die Kulturen werden 
darauf zu 37° gestellt, wo sie bis zum Versuchsende bleiben. Die Aerob- 
kulturen werden täglich durch Schütteln mit Luft in innige Berührung 
gebracht. 

Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle X wiedergegeben, wo folgende 
Abkürzungen benutzt werden: 


kl = klar, fl = Fluoreszenz, 
kl-t = sehr schwach getrübt, r = kirschrot, 

t = schwach getrübt, z = ziegelrot, 

tt = mittelstark getrübt, or = orangegelb, 

ttt = stark getrübt, ge = kanariengelb. 


Aus Tabelle X ergibt sich folgendes: 

1. In den aeroben Flachschichtkulturen ohne und mit Dextrose- 
zusatz ist es nicht zum typischen Farbenumschlag gekommen, überall, 
wo Gelbfärbung eintrat, fehlt die Fluoreszenz; es kann sich nur um 
Alkaliumschlag handeln, was sich durch Titration direkt bestätigen 
ließ. Daß hier nicht eine orangegelbe Farbe entstand, sondern eine 
vom Kanariengelb des spezifischen Umschlages weniger leicht zu 
unterscheidende Farbtönung, dürfte mit der Eigenfarbe des Nähr- 
bodens zusammenhängen. 

Die Gegenwart von Fluoreszenz wurde bei einfallendem direktem 
Sonnenlicht vor dunklem Hintergrund festgestellt. 

2. Trotz saurer Reaktion, wie sie bei allen kanariengelb gefärbten, 
fluoreszierenden Anaerobkulturen titrimetrisch festzustellen war, ist 
also hier der spezifische Farbenumschlag zustande gekommen und blieb 
auch bei weiterer Beobachtung beständig; die Beobachtung Guerbets 
wird hierdurch bestätigt, auch zeigte sich die Richtigkeit seiner Fest- 
stellung, daß durch Entfernung des Anaerobverschlusses und Schütteln 
an der Luft die typische Gelbfärbung rasch verschwindet, um nach 
und nach der bekannten Rotfärbung Platzgu machen. 

3. Sowohl die Gegenwart von Sauerstoff, als auch von Dextrose 
bildet einen Anreiz für das Wachstum, indem nicht nur bei den Aerob- 
kulturen ohne und mit Zuckerzusatz, sondern auch bei den Anaerob- 
kulturen mit Zuckerzusatz eine viel reichlichere Zellvermehrung sich 
vollzog als in den Anaerobkulturen ohne Zuckerzusatz. 

4. Während bei den Aerobkulturen die typischen Kolistämme 1 
und 8 sowie der Aerogenesstamm 11 zum Umschlag in Alkalisch führten, 
so bleibt die Reaktion bei Fernhaltung des Sauerstoffs sauer, und. zwar 
ist der Säuregrad auch in den ohne Zuckerzusatz gebliebenen Kulturen 
als verhältnismäßig hoch zu bezeichnen. Diese Säure dürfte sich aus 
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Tabelle X. 
nn e Tagen 
EE A 
Noutralrotbouillcn sb e BETEN ohne Zuckerzusatz. 
Stamm GIRLS A” ttt z ttt or — ttt ge 
P 8(CIRLS)M ttt or ttt or— ge — ttt ge!) 
> ll(CRLS)VD . ts ttt or | — ttt ge 
e 12(CRLS)VM . ` tt r tt z ` ; — tt or 
e 17 (CRLS)M.. | ttr ttt z | = ttt or 
„n A(PRLS)]V .. “tt or tt r — tt r 
25(PRLS)V .. | ttz ttt or = ttt ge 
Kontrolle ungeimpft . | kl r r | — kl r 


Neutralrotbouillon aerob (Flachschicht); mit 0,15% Dextrose. 





Stamm l1(CIRLS MD. | ttt r — ttt ge | — 
Ss 8(CIRLS)M . | ttt z | — ttt ge?) — 

a 11(CRLS)VD . | ttt r—z — ttt ge — 

~ 12(CRLS)VM . || ttt r | = ttt r Es 

„  17(CRLS)M.. ttt r | E ttt r = 

„ . 24(PRLS)V.. ttt z,fl??) — ttt z-r, (fl-) — 
25(PRLS)V . . | ttt z = ttt ge Br 
Kontrolle ungeimpft.. . kl r — kl r — 


Neutralrotbouillon anaerob (Hochschicht); ohne Zuckerzusatz. 


Stamm 1(CIRLS) MD. tr t or, fl — t ge, f11) 
> 8 (CIRLS) M tr t ge, fl — t ge, fl®) 
e 11 (CRLS)VD tr t or, fl — t or, 11?) 
$ 12 (CRLS) VM . kl—t r kl—tr — kl—t r 
„  17(CRLS)M.. kl—t r kl—tr — ‚kl-tr 
5 24 (PRLS)V . . kl—t r kl—tr —  kl—-tr 
25(PRLS)V ` | kl—tr kl—tr — ‚ kl—t r 
I kl r ki r — [kl r’) 


Kontrolle ungeimpft . 


1) Alkalische Reaktion: pro 10 cem etwa 0,75 cem n/10 HC] (wurde 
kurz aufgekocht vor Titrierung zur Entfernung eventuell vorhandener 
CO,, wobei eventuell etwas N H,-Verlust eingetreten ist. Indikator: Phenol- 
phthalein. Umschlag wegen Anwesenheit des gelben Farbstoffes nicht 
scharf zu beobachten). 

*) Schwach alkalisch (n/10 HCl). 

3) Die fragliche Fluoreszenz war überhaupt nur bei einfallendem 
direkten Sonnenlicht zu beobachten. 

1) Saure Reaktion: pro 10 ccm etwa 2,2 cem n/10 NaOH (CO, durch 
kurzes Aufkochen vorher entfernt). Indikator: Phenolphthalein. Wird 
auch bei den folgenden Titrationen verwendet. 

5) Saure Reaktion pro 10 com etwa 1,8 ccm n/10 NaOH (CO, wie oben 
entfernt). 

$) Saure Reaktion: pro 10 ccm etwa 2,3 ccm n/10 NaOH (CO, wie 
oben entfernt). 

7) [Läßt sich nicht titrieren mit Phenolphthalein, weil schon rot. 
Kongorot als Indikator läßt sich nicht benutzen, indem es sich wahrscheinlich 
mit dem Neutralrot umsetzt unter Salzbildung (Färbung des Glases). Über 
das gleiche Náhrmedium ohne Neutralrotzusatz verfügten wir damals 
gerade nicht.] 
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Tabelle X. (Fortsetzung). 








l Nach Tagen 


ern u en een ae nee 


1 | 2 | 3 | 4 








_ Neutralrotbouillon anaerob (Hochschicht); mit 0,15% Dextrose. 





Stamm I(CIRLS)MD. ` ttt?)ge, fl = ttt ge, fl}) m 
„  8(CIRLS)M ` ttt?) ge, fl a ttt ge, fl?) | = 
~  lI(CRLS)VD . | ttt”)ge,fl ; ES | ttt ge, f1) | — 
= 12(CRLS)VM . ` ttt”)r | — | ttt r | — 
» IT(CRLS)M.. | ttt?)ge,fi Ss ttt ge, Hat ge 
n  A(PRLS)V . . ' ttt?)or, fl — ttt ge, fl®) — 
» 25(PRLS)V ..  ttt?”) ge, fl | — . ttt ge, fl®) — 

Kontrolle ungeimpft . . © Kl r | == | kl r®) E 


bildet haben. 

5. Hervorzuheben ist der für die Reduktionsreaktion begünstigende 
Einfluß des Zusatzes von 0,15%, Dextrose. Die Richtigkeit der Beob- 
achtung Oldekops wird dadurch bestätigt. Schon nach 24 Stunden ist 
hier die Reaktion voll ausgebildet, während dies bei den Kulturen 
ohne Zuckerzusatz noch nicht einmal nach 48 Stunden und längerer 
Zeit immer der Fall war. Wir werden diese Begünstigung in der reich- 
licheren Entwicklung naszierenden Wasserstoffs zu suchen haben. 
(Reduktionsverstärkung durch erhöhten Sauerstoffentzug infolge der 
Wachstumsbegünstigung kann für das Neutralrot nicht unmittelbar 
in Betracht fallen, doch ist eine unterstützende Wirkung insofern in 
Erwägung zu ziehen, als bei bereits saurer Reaktion der noch im Kultur- 
medium befindliche Sauerstoff, der zu Reversion schon reduzierten 
Farbstoffs führen könnte, rasch gebunden [veratmet] wird.) Der Einfluß 
des Zuckerzusatzes kommt auch noch darin zum Ausdruck, daß bei den 
Kulturen mit Zusatz von solchem eine Anzahl Koliformer typischen 
Umschlag bewirkt hat. Inwieweit dies allerdings in diagnostischer 
Hinsicht erwünscht ist, bleibe einstweilen dahingestellt. 

10. Versuch. Wir wollten jetzt den Einfluß der Anaerobiose auf 
das Verhalten der Wasserstoffzahl und Titrationswerte bei mehrere 


1) Saure Reaktion: pro 10 ccm etwa 3,1 ccm n/lO NaOH (CO, wie 
oben entfernt). 

2) Saure Reaktion: pro 10 ccm etwa 3,1 cem n/lONaOH (CO, wie 
oben entfernt). 

3) Saure Reaktion: nicht titriert; hier Lackmus als Indikator benutzt. 

t) Saure Reaktion: pro 10 ccm etwa 3,1 cem n/10 NaOH (CO, wie 
oben entfernt). 
. 5) Saure Reaktion: pro 10 cem etwa 3,0 cem n/10 NaOH (CO, wie 
oben entfernt). 

D Saure Reaktion: pro 10 ccm etwa 3,1 cem n/10 NaOH (CO, wie 
oben entfernt). 

7) Mit reichlichem Bodensatz. 

$) Siehe Fußnote S. 105, unter °). 
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Tage bei 37% gehaltenen Kolikulturen in einer Bouillon kennen lernen, 
die in ihrer Grundzusammensetzung ungefähr dem Oldekopschen 
Rezepte für Agar entspricht, teils aber ohne Zuckerzusatz, teils mit 
0,15% Dextrose. Neutralrot konnte nicht zugefügt werden wegen 
der nachfolgenden p,,-Bestimmung. 


Es handelt sich, abgesehen vom Fehlen des Farbstoffes, um dieselbe 
Bouillon wie im vorhergehenden Versuch, doch ist die Anfangswasserstoff- 
zahl hier etwas niedriger: 6,5. Die Aerobkulturen befinden sich diesmal 
in einer Schicht von etwa 5,5 cm Höhe in Reagenzgläsern abgefüllt; sie 
wurden täglich gut durchgeschúttelt. Aerobkulturen mit 1%, Dextrose- 
zusatz dienten als Kontrolle. Die Impfung erfolgte in üblicher Weise; 
Gelatineplatten am Ende des Versuches ergaben die Reinheit sämtlicher 
Kulturen. 

Die diesbezüglichen Resultate sind in Tabelle XI wiedergegeben. 























Tabelle XI. 
u Nach Tagen er 
1 (18 Stunden) Tun 
CEE 
Neutralrotbouillon aerob ohne Zuckerzusatz. 

Stamm 1 (CIRLS)MD. | 72 | ac13 | 78 | ac0,4 80 | ac0,2 
Stamm 8 (CIRLS)M. . | 8,0 ac 0,2 | 9,1 alk 0,4 3) alk 0,4? ) 

Kontrolle ungeimpft. . | 6,5 ac 2, 3 ¡pen — 6,4 | ac 3 7 























Neutralrotbouillon aerob E x 15% Dextrose. 


Stamm 1 (CIRLS)MD . || 56 | ac 32 acl,7 " 755| ac 11 
Stamm 8 (CIRLS)M. . || 6,1 | ac 26 oo alk 0 0,2%) 78 ' ac Ll 
Kontrolle ungeimpft . . | 6,5 ae 2,4 f | 64 Ge 2,6 











Neutralrotbouillon aerob mit 1%, Dextrose. 


Stamm 1 (CIRLS) MD . | 47 | ac4,1 || 465, ac50 | 465; ac 52 
Stamm 8 (CIRLS)D. . | 52 , ac 43 | 465 ac50 | 48 | ac 50 
Kontrolle ungeimpft. . | — | — | 6,4 ac 2,5 | 6,4 oc 2,5 





Neutralrotbouillon anaerob ohne Zuckerzusatz. 








Stamm 1 (CIRLS) DM . || 63 | ac27 | 64 ` ac26 | 66 | ac 24 
Stamm 8 (CIRLS)M. . | 63 | ac26 | 64 | ac > 2,8 6,65 | ac 2,25 
Kontrolle ungeimpft . . | — — i=., | 6,4 ac 2,5 











Neutralrotbouillon anaerob mit 0,15% Dextrose. 
Stamm 1(CIRLS) MD. | 5,25 | ac 38 1 56 ' ac 32 | 3. ' ac 3,3 


Stamm 8(CIRLS)M. . | 55 | ac 36 ı 56 |; ac : 3,2 | 5 ac 3,5 
Kontrolle ungeimpft . . y — ¡ — i — | i oe? ac 2,4 


I) Die in dieser Kolumne angegebenen Ziffern bedeuten die Anzahl 
Kubikzentimeter n/10 NaOH bzw. H,SO, pro 10cem Kulturflüssigkeit. 
Indikator: Phenolphthalein. ac bedeutet saure Reaktion der Kultur- 
flüssigkeit in bezug auf Phenolphthalein; alk bedeutet alkalische Reaktion 
der Kulturflüssigkeit in bezug auf Phenolphthalein. 

tł) Rücktitrierung mit n/10 NaOH. 
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Umschlagsintervall von Neutralrot in pg: 6,8 bis 8,0. Saure Färbung: 
rot; alkalische Fárbung: gelb. 

Umschlagsintervall von Phenolphthalein in pg: 8,2 bis 10,0. Sauer: 
farblos; alkalische Fárbung rot. (nach Kolthoff). 


Vergleicht man die Sáurebildung in den Kulturen ohne Zucker- 
zusatz bei aeroben und anaeroben Verhältnissen an Hand der Wasser- 
stoffexponenten und Titrationsazidität, so fällt auf das geringfügige 
und langsame Zurickgehen von Wasserstoffionenkonzentration und 
Titrationsazidität bei den vom Luftsauerstoff abgeschlossenen Kulturen; 
der Wasserstoffexponent steigt nie über 6,8, d. h. Neutralrot wäre 
immer rot gefärbt geblieben, wenn keine Reduktion eingesetzt haben 
würde. Wieder ergibt sich im Anfang eine geringfügige Säurebildung, 
aus der wir auf das Vorhandensein einer gärbaren Substanz schließen 
müssen, wie wir eine solche ja im Fleischextrakt Liebig nachgewiesen 
haben. Im Gegensatz dazu liegen bei den aeroben Kulturen schon nach 
18 Stunden über 6,8 befindliche Werte von pz vor, Stamm 8 ergibt 
sogar nach dieser Zeit schon pg = 8,0, wo Neutralrot bereits in Orange- 
gelb umgeschlagen haben würde. Die Wasserstoffexponenten erreichen 
dann später Werte, bei denen auch Phenolphthalein in Rot umschlägt, 
d. h. größer als 8,2. | 

Ungeachtet dieser Verhältnisse ist in den anaeroben Kulturen 
ohne Dextrosezusatz, wie der 9. Versuch zeigt, typischer Umschlag 
eingetreten, d. h. die kanariengelbe Färbung ist (wenn auch erst am 
zweiten bis vierten Tage) zustande gekommen bei einer Wasserstoffzahl, 
bei der von Zugegensein freien Ammoniaks nicht die Rede sein kann 
(Pg des wahren Neutralpunktes = 7,07). Da die ungeimpfte Kultur- 
flüssigkeit schon einen Wasserstoffexponenten von nur 6,5 hatte, ist 
es auch sehr unwahrscheinlich, daß innerhalb der ersten 18 Stunden 
eine Erhöhung dieses Wertes über den wahren Neutralpunkt statt- 
gehabt hätte. (Infolge dieses Umstandes der nicht ganz überein- 
stimmenden Anfangswasserstoffionenkonzentration leidet allerdings 
auch etwas die Vergleichbarkeit der Resultate von Versuch 9 und 10; 
Versuch 12 dürfte auch in dieser Hinsicht gänzliche Abklärung bringen.) 

Die Gegenwart von 0,15%, Dextrose (der von Oldekop vorgeschla- 
genen Traubenzuckerzusatzmenge für seinen Agar) bewirkt auch bei 
Luftzutritt anfänglich beträchtlich unter 6,8 liegende Herabsetzung der 
Wasserstoffexponenten (d. h. Neutralrot als solches = kirschrot). Später 
greift aber wieder Alkalibildung Platz, die zu py -Werten über 6,8 führt, 
so daß auch hier Orangegelbfärbung hätte eintreten müssen. 

Bei den entsprechenden zuckerhaltigen Anaerobkulturen sind. die 
Pp -Werte schon innerhalb 18 Stunden auf 5,5 bzw. 5,25 gesunken, wobei 
wir uns erinnern, daß bei analogen Kulturen im vorhergehenden Versuch 
bei Koli und Koliformen der typische Neutralrotreduktionsumschlag 
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innerhalb der ersten 24 Stunden eingetreten ist. Wie sich ferner dort 
der Umschlag als beständig erwies, so sind es hier die Säureverhältnisse. 
Also trotz dieser relativ hohen aktuellen Azidität kommt der Umschlag 
nicht nur innerhalb 24 Stunden zustande, sondern erweist sich auch be- 
ständig. | 

(Setzen wir 1%, Dextrose zu, so kommt es auch bei aeroben Ver- 
hältnissen zu einer starken und nachhaltigen Herabsetzung des Wasser- 
stoffexponenten, ein Umschlag in Orangegelb innerhalb der in Betracht 
fallenden Beobachtungszeit wäre ausgeschlossen.) 


11. Versuch. Bedeutet der Zusatz von Zucker bei Fernhaltung des 
Luftsauerstoffs eine Verbesserung eines Neutralrotmediums als Quelle 
naszierenden Wasserstoffs, so dürften diese Vorteile bei Luftzutritt oft 
mehr als aufgewogen werden durch die Gegenwart aus ihm gebildeter Säure. 
Im 8. Versuch konnten wir bereits feststellen, daß reduziertes Neutralrot 
in wässeriger Lösung durch Salzsäure reoxydiert wird. Den Zusammenhang 
von Wasserstoffzahl und Zeitintervall bis zur vollständigen Oxydation 
einer bestimmten Menge von ,,R“ haben wir allerdings bis anhin noch nicht 
näher verfolgt; doch geht schon aus der vorliegenden Beobachtung die 
diesbezügliche schädigende Wirkung der Säuregegenwart deutlich hervor. 


Je ungehemmter der Sauerstoffzutritt sich gestaltet, um so enger 
begrenzt wird die Dosierungsbreite des Zuckers hinsichtlich optimaler 
Wirkung. Diese wird am größten sein in vollständig anaerob gehaltenen 
Kulturen (Hochschichtagarschüttelkulturen, Bouillonkulturen mit Anaerob- 
verschluß), wird dann abnehmen bei Kulturen im Eudiometerrohr (Smith- 
röhrchen usw.) und weiterhin bei offenen Bouillonkulturen. 


Wenn die Schädigung in der Wasserstoffzahl ihren zahlenmäßigen 
Ausdruck findet, so wird ein bestimmter py -Wert das Optimum darstellen. 
Dieses wird zu erreichen sein nicht nur durch Auswahl einer bestimmten 
Konzentration ein und derselben Zuckerart, sondern auch durch Heran- 
ziehung anderer, verschieden leicht angreifbarer Zuckerarten und sonstiger 
gärbarer Substanzen. Wir verweisen in dieser Beziehung auf die schon 
von Moore und Revis gemachte Beobachtung der günstigen Wirkung des 
Michzuckers, den die Autoren allerdings von vornherein in geringerer 
Konzentration (0,2%) als den zuerst benutzten Traubenzucker (0,5%) 
verwendeten. 


Bulir hat die Verwendung von Mannit an Stelle der Dextrose vorge- 
schlagen, ausgehend von der an sich richtigen Überlegung, daß bei Gegen- 
wart eines Zuckeralkohols, der gegenüber einem Zucker den Vorteil bietet, 
nicht weiter reduziert werden zu können, der so disponibel werdende Wasser- 
stoff der Neutralrotreduktion zugute komme. Ausschlaggebend dürfte 
' aber bei nicht streng anaeroben Verhältnissen auch hier die durch die 
Mannitvergárung sich einstellende Wasserstoffzahl sein, und in dieser 
Hinsicht muß man sich fragen, ob die von Bulir vorgeschlagene Konzen; 
tration von 1% nicht zu hoch gegriffen ist. 

Im Sinne dieser Ausführungen sprechen auch Beobachtungen von 
Jungeblut, der unter anderem bei Kulturen in Bulirscher Neutralrotbouillon, 
eingefüllt in U-förmig gebogenen, 150 cem Flüssigkeit fassenden Glasröhren 
den Mannit durch Lactose ersetzt hatte und dabei bei Verbesserung der 
Neutralrotreduktion geringere Säurebildung konstatierte. 
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Im folgenden bringt ein kleines Beispiel den Zusammenhang 
von Art und Menge der gárbaren Substanz und Wasserstoffzahl zum 
Ausdruck. Dabei wählten wir Fälle, wie sie in der Praxis zur Anwendung 
kamen: 0,5%, Dextrose (Savagebouillon), 0,2% Lactose (von Moore 
und Revis empfohlen), 1%, Mannit (nach Bulir). 

Die Nährflüssigkeiten befinden sich zu 10 cem in enge Reagenzgläser 
abgefüllt, so daß sich der Anaerobiose sich nähernde Verhältnisse einige 
Zeit nach Anwachsen der Kultur eingestellt haben dürften, etwa vergleichbar 
denen in den großen U-Röhren von Jungeblut. Als Grundlage dient wieder 
eine Nährflüssigkeit folgender Zusammensetzung: 

2% Pepton Witte 

1% Fleischextrakt Liebig 


0,1% NaCl 
Leitungswasser 


Impfung: Platindraht (2 cm) aus 20stündiger, aufgewirbelter Bouillon- 
kultur von Stamm 4(CIRLS)MD. Während des ganzen Versuches stehen 
die Kulturen bei 37°. Prüfung auf Reinheit am 13. Tage mittels Gelatine- 
platten; dabei erweisen sich die Kulturen mit 0,5% Dextrose, 0,5 % Lactose 
und 1% Mannit als abgestorben. 


Do = 6,9; fraktioniert sterilisiert. 





















































Tabelle XII. 
Wasserstoffexponenten (Pa): 
Ce 8 Nach Tagen 
| 1 | 2 f 5 | 13 
| a | 22 en | ¿2 | Probe Y | Probe A e 
|1| m|*š] 1 EE Bl 1 [m8] lie? 
| —- IR = GC — T GA KE ae 
Mit 0,2%, Dextrose | 5,45 5,4 | 7,0 || 5,4 5.45 — | 5,95 5,95 — o 15 7,0 E 
a EE ` 4,9 (49 [7,0 4,7 (4,7 | — 147147 | — 14,7 147169 
» 0,2% Lactose | 5,45 5,35, 7,0 | 5,55 5,55 — 6,3 [5,8 | — [6,6 635) 69 
» 0,5% gie 15,0 | 5,1 | 7,0 | 4,9 4,9 | — || 4,9 | 4,9 | — Sa 6,9 
„ 0,2% Mannit | 5,95| 6.0 [7,0 6,2 6,2 | — [6,9 [6,9 | — [6,9 | 6,9 E 
„10% » 16,2 152 || 7,0 [4,7 4,7 | — [4,7 [4,7 [| — [47 | 4 | 6 
| 1 d li | 














Aus Tabelle XII ergibt sich: 

l. Die im 7. Versuch bei Gegenwart von 1%, Dextrose beobachtete 
Erniedrigung des Wasserstoffexponenten auf 4,7 (Endwasserstoff- 
ionenkonzentration) wird auch noch bei einer: Traubenzuckerkonzen- 
tration von 0,5%, erreicht, allerdings erst am zweiten Tage. Nach 
24 Stunden beträgt Py in diesen Kulturen aber bereits 4,9. Dies dürfte 
die schlechten Ergebnisse der Savagebouillon bei Gegenwart von 
Sauerstoff zur Genüge erklären. 

2. Die gleiche Konzentration (0,5 %) bei Lactose bedingt ein etwas 
geringeres Sinken des Wasserstoffexponenten (bis 4,9 nach 2 Tagen). 

3. Bei einer Konzentration von 0,2%, werden mit Dextrose und 
Lactose nach 24 Stunden gleich tiefe Werte erreicht (py = 5,4). 
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4. Aus dem Unterschiede zwischen den pe Wetten bei 0,5% 
Dextrose (4,9 bis 4,7) und 0,2%, Lactose (5,4 bis 5,6) dürften sich die 
von Moore und Revis beobachteten besseren Resultate bei letzterem 
Zusatz zur Genüge erklären. 

5. Der Zusatz von 1%, Mannit bedingt am zweiten Tage gleich 
tiefen pg wie 1% Dextrose (4,7), doch ist hier am ersten Tage py 
noch etwas höher (5,2) als bei 1,0 und 0,5%, Dextrose (4,7 bzw. 4,9). 

6. 0,2%, Mannit bewirkt immer noch Herabsetzung des Wasser- 
stoffexponenten (6,0), wenn auch noch geringfügigere als 0,2%, Lactose. 
Diese beginnt dann allmählich zu steigen, überholt aber bis zum 13. Tage 
nicht jene der Kontrolle (6,9), d. h. der Wasserstoffexponent befindet 
sich noch am Anfang des Umschlagsintervalls von Neutralrot. 


Jungeblut ist die geringe Empfindlichkeit der Neutralrotreduktions- 
reaktion beim Bulirschen Verfahren aufgefallen. Von 79 von ihm unter- 
suchten kolihaltigen Wasserproben veränderten 40 die Farbe der Nähr- 
flüssigkeit überhaupt nicht, und nur 21 ergaben typischen Umschlag. Da 
es sich hier um, wenn auch bei 46° bebrütete, Mischkulturen handelt, so 
liegen die Verhältnisse komplizierter. Immerhin ist anzunehmen, daß 
der hohe Mannitgehalt eine Hauptursache des häufigen Versagens dieses 
wesentlichen Kriteriums bildet. Es wird also bei künftigen Verbesserungs- 
versuchen beim Bulirschen Verfahren darauf ankommen, durch Ver- 
minderung des Mannitzusatzes ein Optimum hinsichtlich Neutralrot- 
umschlag zu finden, Dieses Optimum seinerseits wird wieder abhängig 
sein von den Verhältnissen der Sauerstoffspannung im Kulturmilieu. Bei 
Überschichtung der Kultur mit sterilem Leinöl nach dem Vorgange Guerbets 
dürfte diese namentlich im für die Beständigkeit der Reaktion gefährlichen 
Stadium der bereits gut entwickelten Säurebildung nach soeben statt- 
gehabtem hauptsächlichen Wachstumsschub eine gewisse Verminderung 
erfahren haben. Die Überschichtung wird schon deshalb willkommen sein, 
weil dadurch das Optimum des Mannitzusatzes erhöht wird. Ein sehr 
geringer Mannitzusatz aber wäre nicht wünschenswert, weil dadurch das 
Kriterium der Gasbildung verloren gehen könnte (soweit wenigstens darauf 
das Hauptaugenmerk gerichtet wird und nicht der Standpunkt von Rochair 
der richtige ist, als Wasserverunreinigungskriterium nicht mehr einzig den 
Kolibazillus heranzuziehen, sondern die Gesamtheit der Neutralrot zum 
typischen Umschlag bringenden (Uro-) Bakterien. Hinsichtlich Beibe- 
haltung des Kriteriums der Gasbildung wäre überhaupt zu prüfen, ob nicht 
besser wieder auf einen möglichst gut vergärbaren Zucker, wie z. B. Dextrose, 
zurückgegriffen würde. Ferner wäre die Wahl des kolielektiven Faktors 
(beim Bulir-Verfahren ist es bis anhin die hohe Bruttemperatur) einer 
weiteren Prüfung zu unterziehen. 

12. Versuch. Guerbet weist darauf hin, daß sich bei seinen Pepton- 
wasserkulturserien mit 2% Glucose bei aeroben Verhältnissen gleich von 
Anfang an Azidität zeigt, während solche bei Abschluß vom Luftsauerstoff 
erst später eintritt. Da nun einzig mit den letzteren Kulturen komplette 
Neutralrotreaktion erzielt wurde, so erhebt sich die Frage, ob hier wirklich 
das Fehlen einer Anfangsazidität dafür als ausschlaggebend anzusehen 
ist im Sinne der Ermöglichung des Auftretens freien Ammoniaks. Ein 
weiterer Versuch Guerbets bei aeroben Verhältnissen mit demselben Glucose- 
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Peptonwasser, doch mit Zusatz von Kreide zeigt allerdings, daB bei Aus- 
schaltung dieser Anfangsazidität komplette Reaktion herbeigeführt werden 
kann. Doch ist das lediglich ein Beweis für die Schädlichkeit der Azidität 
bei Luftzutritt, nicht aber für die Notwendigkeit des Auftretens freien 
Ammoniaks. Bornand machte die Beobachtung, daß eine gegenüber 
Lackmus sauer reagierende Neutralrotbouillon nach Rochatz (26) mit Koli-1 
bazillen schlechte Resultate ergab. Sobald ihr aber Agar zugefügt worden | 
war, sind die Resultate einwandfrei ausgefallen. Also ungeachtet. der sauren 
Anfangsreaktion völliger Umschlag! Obschon es sich in diesem Falle um 
Schrägkulturen handelte, dürfte doch auch hier die Fernhaltung des Sauer- 
stoffs die Ursache der guten Wirkung des Agarzusatzes sein, indem nämlich 
neben Oberflächenimpfung auch solche in die Tiefe stattgefunden hatte. 


Im 12. Versuch kam es uns darauf an, den Verlavf des Neutralrot- ` 


umschlags zu beobachten in mehr oder weniger streng anaerob gehaltenen | 


Kulturen bestimmter Anfangstitrationsazidität und bekannter Anfangs- | 


wasserstoffionenkonzentration, ohne und mit Traubenzuckerzusatz. . 


Als Grundlage unserer Kulturflüssigkeit wählten wir die gleiche Zu- 
sammensetzung und Du wie im 7. Versuch, zur Hälfte derselben wurden 
ferner noch 0,15°, Traubenzucker gefügt. Abfüllen in Reagenzgläser zu 
je 10 cem. Guerbet verfolgte die Säurebildung in seinen traubenzucker- 
haltigen Kulturen durch Titration nach bestimmten Zeitintervallen, und 
drückt die erhaltenen Werte in Prozent Milchsäure aus. Er bekommt mit 
tvpischem Koli folgende Säurewerte: 





Aerob Anaerob 

Nach 12 Stunden . . . 0,22 neutral 
» 24 er ba Am Ei 0,45 0,09 
„4 „ I 047 | 63% 


Die Azidität von 0,22%, Milchsäure hätte also nach seiner Auffassung 
genügt, den vollkommenen Ausfall der Neutralrotreaktion zu verun- 
möglichen. Wir bereiteten uns daher durch Salzsäurezusatz Kulturflüssig- 
keiten verschiedener Azidität auf Milchsäure berechnet in folgender Weise: 

zu 10 ccm je 0,55 n/10 HCl 0,05%, auf Milchsäure berechnet 

zu 10 cem je 0,11 ail HO Oo as de Se 

zu 10ccm je 0,22 n/l HCl 0,29: 35 
Darauf wird fraktioniert sterilisiert. 


Die Prüfung der Wasserstoffionenkonzentration nach der Sterili- 
sierung ergibt folgende Zahlen: 


nl 


Du 

Bouillon ohne Sáurezusatz, ohne Zuckerzusatz Da e el 
vi e d mit 0,15%; Dextrose . . . fe do a O 

j entsprechend 0,05 °% Milchsäure, ohne Zuckerzusatz o... 6, 

1 > 0,05%, e mit 0,15%, Dextrose. . . . 6,4 

u vs Tes Ge ohne Z SEENEN aen 7... 

sn „ 0,1 ge DÉI mit O, 15%, Dextrose Bien S" 5,6 

Sé i ZN 5 ohne EE EC a a ST 

„ 0,20, e mit 0,15%, Dextrose. . . . 4,8 


Es wird nun sterile Neutralrotlösung zugesetzt in folgender Weise: 
Die streng anaerob zu verschließenden Kulturen (Kategorie I) werden 
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pro Röhrchen (10 ccm) versetzt mit 0,2 ccm (2%) einer 0,1 proz. wässerigen 
Neutralrotlösung nach dem Vorgang von Bulir. Die relativ anaerob zu 
haltenden Kulturen (Kategorie II) erhalten pro Röhrchen gemäß Guerbet 
(These, S. 77), an dessen Technik für anaerobe Kulturen in den Ver- 
háltnissen der Praxis wir uns in freier Weise gehalten haben, 0,2 ccm (2%) 
einer 0,25 proz. wässerigen Neutralrotlósung. Die Röhrchen der Kategorie I 
werden 30 Minuten lang ausgekocht, abgekühlt, geimpft, mit soeben aus- 
gekochter Neutralrotlösung in angegebener Menge in steriler Weise versetzt 
und sofort anaerob verschlossen (Wright-Burri-Verschluß). Bei Kategorie II ` 
handelt es sich um Hochschichtkulturen, die nicht ausgekocht werden 
vor der Impfung. Nach sterilem Zusatz der Neutralrotlósung werden die 
Kulturen mit 10 Tropfen sterilen Leinöls überschichtet. (Hier liegen also 
im Anfang sicher nicht anaerobe Verhältnisse vor. Auch ist durch die 
dünne Leinölschicht eine vollständige Fernhaltung von Luftsauerstoff 
nicht gewährleistet.) 
Der Versuchsverlauf wird durch Tabelle XIII illustriert: 
















Tabelle XIII. 
| 1 Ä H 1 IV 
Nach Stunden ` ` Streng anserob EZ METAN zamalversehluß sr 
Dextrose Dextrose | Dextrose Dextrose 
0% Milchsäure (Pg = 7,0) 
15 I Z ge, fl (Gas) — ge, fl (Gas) 
23 z—or ge, fl — ge, fl 
39 | or— ge, fl ge, fl — z—or, fl 
47 | or— ge, fl ge, fl — z, fl 
65 (or—) ge, fl ge, fl — z, fl 
89 | ge, fl ge, fl — or, fl 
113 ge, fl ge, fl — or—ge, fl 
0,05% Milchsäure (py = 6,4) 
15 r(—z) or,fl(Gas)| r(—z) or,fl(Gas) 
23 r(—z) or—ge,fl(Gas) r(—z) or— ge, fl (Gas) 
39 z—or, fl ge, r—z,fl ` z, fl 
47 or, fl ge, fl r—z, fl r—z, fl 
65 or— ge, fl ge, fl z—or, fl r—z,fl 
89 | ge, fl ge, fl or— ge, fl r—z 
113 N ge,fl | @ge,fl ge, fl r—z, fl? 
0 Zi. Milchsäure (Py = 5,8 resp. 5,6) 
15 r (Gas) r r (Gas) 
23 | ; z, fl? (Gas) NS r (Gas) 
39 ` r or— ge, fl r—z, fl r 
47 | r or— ge, fl r—z, fl r 
65 r, fl or— ge, fl z—or, fl r 
89 i z, H or— ge, fl or— ge, fl r 
113 | ge, fl or— ge, fl ge, fl r 
0,2% Milchsäure (pe = 4,9 resp. 4,8) 
15 i kein Wachstum| kein Wachstum — | — 
23 ` n ” mn n E == 
39 ” ” ” n | IER eg 
47 | ” ” n ” == Se 
65 l! y ” | » ” | as | => 
89 | ” n n n | => | >= 
113 u np n ” n er SE 


Zeichenerklärung siehe Tabelle X. — = kein Versuch angesetzt. 
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Nach einem l6tägigen Aufenthalt bei 37% läßt sich die rote Farbe 
bei den gelben fluoreszierenden Kulturen durch In-Berührung-bringen mit 
Luftsauerstoff nicht ohne weiteres wieder herstellen. Mit Amylalkohol 
läßt sich die fluoreszierende Farbe ausschútteln. Durch Zusatz einiger 
Tropfen konzentrierter Salpetersäure (Ansäuerung und Oxydation) tritt 
allmählich Rotfärbung ein, die aber nicht die ursprüngliche Intensität 
zu erreichen scheint. Etwas schwächere Rotfärbung bekommt man durch 
Versetzen mit etwa Y, Volum 30proz. Wasserstoffsuperoxydes und einigen 
Tropfen starker Essigsäure (begünstigt durch leichtes Erwärmen). Die 
so wieder hergestellte rote Farbe wird durch Alkalisieren (N Hz) gelb, wobei 
jedoch keine Fluoreszenz in Erscheinung tritt. Dies spricht dafür, daß 
es sich bei dem Wiedererscheinen der roten Farbe tatsächlich um das 
ursprüngliche Neutralrot handelt. In diesen älteren Kulturen könnte ein 
Teil des Farbstoffes gänzlich zerstört worden sein. 


Wir fassen die Befunde des 12. Versuches (Tabelle XIII) als in 
einem Zusammenhange stehend auf, wie er im folgenden kurz zur 
Darstellung gebracht wird: 

l. Der Dextrosezusatz von 0,15%, wirkt an sich fórdernd auf den 
typischen Neutralrotumschlag (U). 


Beweis: 

a) 0% Milchsáure, ohne Dextrose, streng anaerob: U nach 
89 Stunden, 
0%, Milchsäure, 0,15%, Dextrose, streng anaerob: U nach 
15 Stunden, 
0% Milchsäure, 0,15%, Dextrose, bedingt anaerob: U nach 
15 Stunden. | 

b) 0,05%, Milchsäure, ohne Dextrose, streng anaerob: U nach 
89 Stunden, di 
0,05%, Milchsáure, 0,15%, Dextrose, streng anaerob: U nach 
39 Stunden. 


2. Zusatz von Säure wirkt verzögernd auf den Eintritt von U 
(was zum Teil auf WachstumshemmmMng zurückzuführen sein dürfte). 


Beweis: 

a) 0% Milchsäure, ohne Dextrose, streng anaerob: U nach 
89 Stunden, 
0,05% Milchsäure, ohne Dextrose, streng anaerob: U nach 
89 Stunden, 


0,1% Milchsäure, ohne Dextrose, streng anaerob: U nach 
115 Stunden, 

0,2%, Milchsäure, ohne Dextrose, streng anaerob: Überhaupt 
kein Wachstum. 


b) 0% Milchsáure, 0,15%, Dextrose, streng anaerob: U nach 
15 Stunden, 
0,05%, Milchsäure, 0,15%, Dextrose, streng anaerob: U nach 
39 Stunden, 
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0,1% Milchsáure, 0,15% Dextrose, streng anaerob: U, or!) 
nach 39 Stunden, bleibt so. 
0,2%, Milchsäure, 0,15%, Dextrose, streng anaerob: Überhaupt 
kein Wachstum. 

o 0% Milchsáure, 0,15% Dextrose, bedingt anaerob: U nach 
15 Stunden, | 
0,05% Milchsáure, 0,15%, Dextrose, bedingt anaerob: U, or 
nach 23 Stunden. 
0,1% Milchsäure, 0,15%, Dextrose, bedingt anaerob: Nur 
Gasbildung, kein Farbumschlag. 

3. Gegenwart von Sauerstoff, auch in wohl kleiner Menge (Hoch- 

schicht, Leinölüberschichtung), beeinträchtigt die Reaktion. 


Beweis: 

a) 0,05%, Milchsäure, ohne Dextrose, streng anaerob: U nach 
89 Stunden, 
0,05% Milchsäure, ohne Dextrose, bedingt anaerob: U nach 
113 Stunden. 


b) 0% Milchsäure, 0,15% Dextrose, streng anaerob: U nach 
15 Stunden, bleibt bestehen! 
0% Milchsäure, 0,15%, Dextrose, bedingt anaerob: U nach 
15 Stunden, geht zurück! 

c) 0,05% Milchsäure, 0,15%, Dextrose, streng anaerob: Es kommt 


zur Vollreaktion (U). 
0,05 % Milchsäure, 0,15 % Dextrose, bedingt anaerob : Es kommt 


nicht zur Vollreaktion (U, or). 
4. Bei (auch nur beschränktem) Luftzutritt ist Dextrosegegen- 
wart (0,15 % ) nicht nur nicht mehr fördernd, sondern direkt schädigend. 


Beweis: 
0,1% Milchsäure, ohne Dextrose, streng anaerob: U nach 
113 Stunden. 
0,1% Milchsäure, ohne Dextrose, bedingt anareob: U nach 
113 Stunden. 


0,1% Milchsáure, 0,15%, Dextrose, streng anaerob: U, or nach 


39 Stunden, bleibt so. 
0,1 % Milchsäure, 0,15%, Dextrose, bedingt anaerob: Nur Gas- 
bildung, kein Farbumschlag. 


1) U, or = Neutralrotumschlag mit typischer Fluoreszenz, jedoch 
zwischen kanariengelb und orangegelb stehender Farbtönung. Die Orange- 
tónung beruht hier nicht auf Alkalibildung, sondern auf der Gegenwart 
von Resten noch roten Farbstoffes. Wäre das erstere der Fall, so dürfte 
übrigens ein Auskristallisieren des Orangefarbstoffes stattfinden (vgl. 
such Mandoul und Grat), 

g* 
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Bei dem wachstumsbeeinträchtigenden Einfluß dieses Säure- 
grades wird der an sich fördernde Dextrosezusatz besonders schädlich 
infolge weiterer Säurebildung; es dürfte zu Wachstumsstillstand und 
Absterben der Kultur kommen (U, or bleibt bestehen, es kommt nicht 
zur Bildung von U). So wird es verständlich, daß unter diesen Um- 
ständen der Zutritt auch nur kleiner Sauerstoffmengen die Reaktion 
verunmöglicht. | 

5. Von Anfang an bestehende saure Reaktion an sich ist kein Hin- 
dernis für den vollständigen Neutralrotumschlag (U), sondern wirkt nur 
verzögernd (wohl durch Wachstumshemmung). 

Beweis: 

a) 0,05% Milchsäure, ohne Dextrose, streng anaerob: U nach 

89 Stunden. 
0,05% Milchsäure, 0,15%, Dextrose, streng anaerob: U nach 
39 Stunden. 
0,1% Milchsäure, ohne Dextrose, streng anaerob: U nach 
113 Stunden. 
0,1% Milchsáure, 0,15%, Dextrose, streng anareob: U, or nach 
39 Stunden. 

Der 10. Versuch (Tabelle XI) hat ergeben, daß unter streng 
anaeroben Verhältnissen und bei einer Anfangs-p,, von 6,5 die Ende 
nach 7 Tagen, ohne daß in der Zwischenzeit höhere Werte festgestellt 
werden konnten, betragen hat: 

bei Kulturen ohne Zuckerzusatz . . . 6,6 bzw. 6,65 
e e mit 0,15%, Dextrose . . 56 , 5,5. 

Wir sind daher genötigt, anzunehmen, daß aúch im vorliegenden 
Versuch die vollständige Reaktion (U) unter andauerndem Bestehen 
saurer Reaktion zustande gekommen ist. 

b) 0,05%, Milchsäure, ohne Dextrose, bedingt anaerob: U nach 

113 Stunden. 
0,1% Milchsäure, ohne Dextrose, bedingt anaerob: U nach 
113 Stunden. 

Da hier nicht absolut anaerobe Verhältnisse bestehen, ist dieser 
Befund nicht so beweisend (vgl. Alkalibildung bei Aerobiose, 9. und 
10. Versuch), indem ein unreduzierter Neutralrotrest infolge Alkali- 
Gelbumschlag der Beobachtung hätte entgehen können. 


Zusammenfassung. 

Die von Rothberger in die Bakteriologie eingeführte Neutralrot- 
reaktion hat in ihrer Rolle als Kriterium bei der Trinkwasserbeurteilung 
durch die Beobachtung von Rochaix und Dufourt bezüglich der Uro- 
bakterien an Interesse wesentlich gewonnen. In ihrem Wesen an- 
fänglich ganz richtig erkannt, haben die späteren einschlägigen Arbeiten 
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in dieser Beziehung nicht ausnahmslos glücklich gewirkt. Um aber 
zu erfolgreichen Modifikationen der schon bestehenden wasserhygie- 
nischen Neutralrotkulturverfahren (Savagebouillon, Bulirverfahren) zu 
gelangen, ist ein klarer Einblick in den Chemismus dieses charakte- 
ristischen Farbenumschlags erstes Erfordernis. 

Aus unseren Versuchen geht hervor, daß es sich dabei keineswegs 
um die Einwirkung von Alkali handeln kann, das lediglich einen Um- 
schlag in Orangegelb bedingt, sondern daß das Wesen dieser in Kanarien- 
gelbfärbung und Grünfluoreszenz bestehenden Reaktion eine Reduktion 
ist, und zwar eine Reduktion, die man als durch Wasserstoffanlagerung 
zustande gekommen auffassen muß. Die Reaktion des Milieus spielt 
dabei allerdings insofern eine Rolle, als bei Sauerstoffzutritt ein Über- 
schuß freier Wasserstoffionen eine Reversion des reduzierten Farb- 
stoffs veranlaßt. Das reduzierte, grünfluoreszierende Neutralrot dürfte 
als Farbstoff sui generis aufzufassen sein. Es ist auch bei saurer Reaktion 
gelb und läßt sich mittels Amylalkohol vom nicht reduzierten trennen. 

Die gute Wirkung eines Zucker- oder Zuckeralkoholzusatzes erklärt 
sich durch seine Eigenschaft als Quelle naszierenden Wasserstoffs. 
Außerdem dürfte auch der durch ihn bedingten Wachstumssteigerung 
der Kultur durch raschere Veratmung im Medium gelösten Sauerstoffs 
ein für die Reduktion mittelbar günstiger Einfluß zukommen. An- 
dererseits aber liegt in der gleichzeitig statthabenden Säurebildung 
ein Übelstand, insofern wenigstens nicht anaerobe oder doch der Anaero- 
biose sich nähernde Verhältnisse obwalten. 

Ist dies jedoch der Fall, so schadet eine gerade unter solchen ` 
Bedingungen auch in ohne Zucker- (Alkohol-) Zusatz gelassenen 
Kulturen sich dokumentierende Azidität nicht nur nicht, sondern 
dürfte noch erwünscht sein infolge ihres auch wieder durch die anaeroben 
Verhältnisse bedingten Bestehenbleibens; denn so ist ein Ausbleiben 
des zu Irrtümern Veranlassung gebenden Gelbumschlags infolge alka- 
lischer Reaktion gewährleistet. 

Da die Reaktion aber auch ohne. Zucker- (Alkohol-) Zusatz zu- 
stande kommt, erhebt sich die Frage, ob dabei ebenfalls naszierender 
Wasserstoff in Betracht fallen kann. Das ist sehr wohl möglich. Einer- 
seits enthält solches Substrat in kleiner Menge eine gärbare, Säure und 
Gas liefernde Substanz, und zwar ist es der Fleischextrakt, in dem 
uns ihr Nachweis gelang; andererseits steht der Auffassung einstweilen 
nichts entgegen, daß aus dem Wasser infolge intramolekularer Ver- 
atmung seines Sauerstoffatoms freier Wasserstoff zur Verfügung steht. 

Gerade darin dürfte der Wert der Neutralrotreaktión liegen, daß 
de im Gegensatz zu anderen bakteriologischen Verfahren des Wasser- 
verschmutzungsnachweises, die sich auf Feststellung von Bacterium 
coli beschränken, auf einer breiteren Basis ruht, wie Rochaix und 
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Dufourt gezeigt haben, indem durch sie auch andere wichtige Wasser- 
verschmutzungsbakterien zum Nachweis gelangen. Immer muß dabei 
aber vor allem das Erscheinen der Grünfluoreszenz verlangt werden. 
Es macht den Eindruck, als ob in der Literatur des öfteren gewöhnlicher 
Alkaliumschlag für die spezifische Neutralrotreaktion angesehen wurde, 
wodurch diese zu Unrecht in Mißkredit zu kommen droht. 

Die Gasbildung als diagnostisches Kriterium ist nur so lange von 
‘ Bedeutung, als man auf den Nachweis von Bacterium coli als solchem 
Wert legt; dessen ungeachtet aber bleibt dem Zuckerzusatz seine oben 
umschriebene biochemische Bedeutung als reichlich fließende Wasser. 
stoffquelle und auch als Nährsubstratverbesserer. Letztere Eigenschaft 
ist besonders willkommen bei anaerob gehaltenen Kulturen, wie sie 
hier erwünscht sein müssen; denn gerade durch die Fernhaltung des 
Sauerstoffs wird, wie wir beobachtet, die Wachstumsintensität von 
Bacterium coli herabgesetzt. Bei Zuckergegenwart aber konnten wir 
auch bei anaeroben Verhältnissen ein reichliches Wachstum feststellen. 
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Studien über das Verhalten 
der wichtigsten Kohlehydrate (Glucose, Galaktose, Fructose, 
Mannose, Maltose, Lactose, Saccharose) in stark saurer, 
alkalischer, sulfit- und bisulfithaltiger Lösung. 


II. Mitteilung. 


Die Mutarotation und Rotation der Kohlehydrate unter dem Einfluß 
starker Säuren. 


Von 
B. Bleyer und H. Schmidt. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Wissenschaftlichen Zweigstelle 
München der chemischen Fabriken Merck, Boehringer, Knoll.) 


(Eingegangen am 9. März 1923.) 
Mit Abbildungen 7 bis 11 im Text. 


A. Theoretischer Teil. 
Im Jahre 1818 entdeckte Biot?) die optische Aktivität der Glucose. 


Die ersten Untersuchungen wurden, wie schon erwähnt, an fester, 
kristallisierter Glucose ausgeführt. Erst im Jahre 1846 untersuchte Du- 
brunfaut?) die Rotation in frisch bereiteter wässeriger Lösung und entdeckte 
dabei die Erscheinung der Birotation. Die anfänglich doppelt so starke 
Drehung sinkt langsam auf den normalen Wert herab. Dieser Rückgang 
wird durch Erwärmen der Lösung beschleunigt und erfolgt augenblicklich 
beim Kochen. Weiter fand Dubrunfaut (1. c.), daß Säuren diese Drehungs- 
abnahme beschleunigen, während Alkohol und Methylalkohol sie verzögern. 
Über die augenblickliche Aufhebung der Birotation durch Alkalien machte 
zuerst Hesse?) nähere Angaben. Die genauesten Untersuchungen stellten. 
Tollens und Schulze oni, Die meisten untersuchten Zuckerarten zeigten 
die Erscheinung der Birotation. Als erste Ausnahme von dieser Regel 
wurde durch die Untersuchungen von Sozxhlet5) und Meissl®) die Maltose 
bekannt. Diese hat in frisch 'bereiteter wässeriger Lösung Wenigerdr&hung 
(Semirotation), die langsam den normalen Wert erreicht. Kochen, Säuren 
und Alkalien beschleunigen auch hier die Einstellung des Endwertes. Der 
Begriff Birotation reichte daher nicht mehr zur Charakterisierung der 
Erscheinungen aus und wurde zweckmäßig durch den allgemeineren Begriff 
Mutarotation ersetzt. 





1) Ann. Chim. phys. 9, 372, 1818. 

2) Ebendaselbst 18, 104, 1846. 

3) Ann. 176, 101, 1875. 

1) Ebendaselbst 271, 4049, 1892. 

5) Journ. f. prakt. Chem. 21, 284, 1880. 
$) Ebendaselbst 25, 114, 1882. 
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Die Mutarotation der Zucker, besonders aber der Glucose, war Gegen- 
stand eingehender Untersuchungen durch Tollens, Urech, E. Fischer u.a. 
Quantitative Messungen über den zeitlichen Verlauf der Mutarotation der 
Glucose unternahm zuerst Levy!). Er benutzte dabei die von Urech?) 
erwiesene Tatsache, daß die Umwandlung der birotierenden in die normal- 
drehende Glucose eine Reaktion erster Ordnung ist und daher dem von 
Wuhelmy für die Rohrzuckerinversion aufgestellten Gesetz folgen muß. 
Eingehende Untersuchungen über die Birotation, ihre Beeinflussung durch 
Zusätze stellte Trey?) an. Aus den Versuchsergebnissen leitete Osaka!) 
allgemeinere Regeln ab. Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante ist pro- 
portional der Hydroxylionenkonzentration, und zwar so genau, daß dadurch 
selbst für sehr schwache Basen (wie z. B. Anilin, Pyridin) die Dissoziations- 
konstante und bei Diaminen der Einfluß beider Dissoziationsstufen bestimmt 
werden konnte. So erklärt es sich auch, daB Ammoniak sogar in starker 
Verdünnung sofort die Mutarotation aufhebt. Weniger wirksam sind die 
Wasserstoffionen. Der Drehungsrückgang ist annähernd proportional der 
Quadratwurzel aus der Wasserstoffionenkonzentration. Durch neuere 
Untersuchungen ist Murschhauser 5) allerdings zu etwas anderen Ergebnissen 
gekommen. 


Für die Mutarotation werden schon seit dem ersten Bekanntwerden 
dieses Gegenstandes die mannigfachsten Erklärungen gegeben. Wir wollen 
im folgenden die wichtigsten Theorien und ihre experimentellen Grund- 
lagen betrachten. Biot®) nahm an, daß das Sinken der Anfangsdrehung 
auf einen allmählichen Zerfall größerer Komplexe von Glucosemolekülen 
beruhe, während Hammerschmidt?) zu einer entgegengesetzten Erklärung 
kommt. Er sieht in der Mutarotation eine physikalisch-chemische Er- 
scheinung, veranlaßt durch das Zusammentreten von Molekülen zu Molekül- 
komplexen kristallinischer und optisch aktiver Art. Die Richtigkeit dieser 
beiden Theorien läßt sich nun sehr leicht mit Hilfe der Raoulischen Gefrier- 
punktsmethode prüfen. In jedem Fall muß das Molekulargewicht der 
Glucose in der frisch bereiteten Lösung ein anderes sein, wie in einer längere 
Zeit gestandenen Lösung. Die von Arrhenius angestellten Versuche ver- 
liefen negativ. Damit ist diesen Theorien der experimentelle Boden ent- 
zogen. Zu einer wesentlich anderen Erklärung gelangten Emu Fischer’), 
Tollens*), Béchamp*) durch Aufstellung der sogenannten Hydrattheorie. 
Nach dieser Theorie spielt die Anlagerung und Abspaltung von Wasser 
bei der Mutarotatiomeine wesentliche Rolle. Über den genaueren Chemismus 
dieses Prozesses gehen allerdings die Ansichten auseinander. Nach E. Fischer 
soll nach dem Auflösen in Wasser das hochdrehende Anhydrid der Glucose 
langsam unter Wasseraufnahme in das niedrigdrehende Hydrat übergehen. 


1) Zeitschr. f. physik. Chem. 17, 301, 1895. 

2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 18, 3059, 1885; 16, 2270, 1883; 17, 
1547, 1884. 

3) Zeitschr. f. physik. Chem. 18, 193, 1895; 22, 424, 1897. 

4) Ebendaselbst 35, 661, 693, 695, 1900. 

5) Diese Zeitschr. 1922, H. 2. 

6) Mem. 15, 838. 

7) Zeitschr. d. Ver. deutsch. Zuckerind. 40, 954, 1890. 

8) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 23, 2626, 1890. 

2) Ebondaselbst 26, 1799, 1893. 

10) Bull. Soc. chim. 9, 401, 511, 1893. 
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Béchamp und Tollens sehen in der Mutarotation den umgekehrten Vorgang. 
Nach diesen Autoren soll das sofort in Lösung befindliche Hydrat in das 
niedrigdrehende Anhydrid übergehen. Gegen diese Hydrattheorie wendet 
‚ich besonders Behrend +) und Grossmann und Bloch?). Zu einer befriedigenden 
Erklärung der Mutarotation kam man erst, als man in der hoch- und niedrig- 
drehenden Modifikation der Zucker stereoisomere Formen erblickte. Der 
Vater dieses Gedankens ist Edmund von Lippmann. Dieser wies als erster 
daraufhin, daß, falls der Traubenzucker auch im freien Zustande eine äthylen- 
oxydartige Bindung besitzen sollte, infolge der Asymmetrie des fünften 
C-Atoms zwei Stereoisomere möglich sind, die verschiedene Drehungen 
beitzen können. Die experimentellen Grundlagen zu dieser Theorie, die 
besonders von Hudson?) ausgebaut wurde, haben Erdmann und Schmöger 
durch Beobachtungen an der Lactose und besonders Tanret erbracht. So 
haben Erdmann*) und Schmöger®) gefunden, daß man durch schnelles 
Eindampfen von Lactoselösung nicht die gewöhnliche, sondern eine an- 
tianglich bei « = 36,2% drehende Form bekommt. Nach einiger Zeit zeigt 
die Lösung aber die normale Drehung von « = 52,4%. Solche anders drehende 
Modifikationen hat Tanret®) noch von der Glucose (« = 22,5°), Galaktose, 
Arabinose und Rhamnose erhalten. Man kann diese Modifikationen einfach 
darstellen durch Eindampfen einer Zuckerlósung bei 105% zur Trockne 
oder durch Auskristallisation aus heißem Pyridin. Weitere experimentelle 
Stützen für diese Theorie haben die Arbeiten Emu Fischers?) über die 
Glucoside und Behrend und Roths!) über die stereoisomeren Pentacetate 
erbracht. Diese beiden Verbindungen kommen ebenfalls in zwei stereoiso- 
meren Formen vor, die gegenseitig ineinander übergeführt werden können. 
Die Mutarotation ist also bedingt durch den Übergang zweier stereoisomerer 
Formen ineinander; die konstante Enddrehung entspricht der Drehung 
des Gleichgewichtsgemenges der beiden Modifikationen. Durch Enzym- 
studium ist es Armstrong?) gelungen, einen Zusammenhang zwischen 
«Glucose und «-Glucoside und f$-Glucose und B-Glucoside festzustellen. 
Interessante Zusammenhänge zwischen Erhöhung oder Erniedrigung 
der Leitfähigkeit der Borsäure durch Zusatz von «- und f-Glucose und der 
Mutarotation hat Boeseken*%) veröffentlicht. Er kommt auf Grund seiner 
Untersuchungen zu der Ansicht, daß die «-Glucose von der Form: 


OH H 
HC---C—-C--—-CH 
~H OH >- 
s$ SC 


HCOH O OH 
| 
CH,OH 





1) Ann. 888, 105, 1905. 

2) Zeitschr. d. Ver. deutsch. Zuckerind. 2, 66, 1912. 

3) Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 487, Sc 

t) Jahresber. f. Chem. 1855, $. 671. 

5) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 18, 1915, 1880; 14, 2122, 1881. 

$) Bull. soc. chim. 88, 345, 1905. 

*) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 28, 2626, 1890. 

" Ann. 881, 360, 1904; 858, 106, 1907. 

’) The simple Carbohydrates and the Glycoside, London 1910. 
10) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 46, 2612. 1913. 
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in die fA-Glucose 


OH H 
HC- C. CG —COH 
P GE 


| 
CH,OH 


übergeht. Die stärkste elektrochemische Wirkung muß, wegen der zwei 
benachbarten OH Gruppen, die «-Glucose ausüben. Beim Übergang in 
die f-Glucose wird dann entsprechend der Abnahme der Drehung der 
Lösung eine Abnahme der Leitfähigkeit eintreten. Boeseken wie die meisten 
anderen Autoren nehmen an, daß der Übergang der beiden stereoisomeren 
Formen ohne vorherige Aufspaltung des Ringes erfolgt. Das Reduktions- 
vermögen der Zucker gegen Fehlingsche Lösung wäre dann eine sekundäre 
Erscheinung. Durch das Alkali soll erst die Äthylenoxydbindung gelöst 
und die reduzierende Carbonylgruppe gebildet werden. Auf diese Theorie 
kommen wir im letzten Teil unserer Untersuchungen noch einmal zurück. 
Aus zahlreichen Versuchen hat sich ergeben, daß die Drehung des Gleich- 
gewichtsgemenges der beiden Modifikationen konstant ist, nur Konzen- 
trations- und Tempersturänderungen sowie Zusätze von Neutralsalzen 
bewirken mehr oder weniger große Änderungen. Besonders Calciumchlorid 
erhöht die Drehung beträchtlich bis « = 60,7% Verdünnte Säuren haben 
sehr geringen Einfluß. Die Wirkung stärkerer Säuren hat zuerst Mursch- 
hauser*) näher untersucht. Er findet für eine 20,07 proz. Salzsáurelósung 
eine Drehung von « = 56,6%, für eine 20 proz. Schwefelsáurelósung eine 
Drehung von « = 54,0%, 

Bei ihren Arbeiten über den Abbau der Cellulose durch sehr starke 
Salzsäure (bis zu 43%) haben Willstätter und Zechmeister?) zuerst wesent- 
liche Abweichungen von der normalen spezifischen Drehung der Glucose 
gefunden. Sie beobachteten Drehungen von über 100°. Durch Absaugen 
von Salzsäure aus der Lösung konnte eine Erniedrigung, durch Einleiten 
von Salzsäure eine Erhöhung der spezifischen Drehung bewirkt werden. 
Es besteht also ein Zusammenhang zwischen Sáurekonzentration und 
Drehung. Auch Joh. Daish?) beobachtete bei ähnlichen Arbeiten ebenfalls 
anormale Drehungen der Glucose. 


Bei unserer Arbeit über die Inversion der Lactose, zu der wir starke 
Säuren anwenden mußten, fanden wir, daß auch die Lactose unter 
diesen Bedingungen eine wesentlich höhere Drehung besitzt als in 
wässeriger Lösung. Um genauere Anhaltspunkte über den Verlauf 
der Inversion zu bekommen, war es notwendig, die Drehung der Lactose 
und ihrer Spaltprodukte der Glucose und Galaktose in der jeweiligen 
Versuchsflüssigkeit zu kennen. Die Untersuchungen wurden später 
auch noch auf die Fructose, Mannose, Maltose und Saccharose aus- 
gedehnt. 


1) Diese Zeitschr. 104, 214, 1920; 116, 177, 1921. 

2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 46, 2401, 1913. 

3) Journ. Chem. Soc. London, 105, 2053; Chem. Zentralbl. 2, 1302 
bis 1303, 1914. 
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B. Experimenteller Teil. 
1. Die Rotation der Glucose unter dem Einfluß von Schwefelsäure 
wechselnder Konzentration. 
Für diese Versuche wurde reinste, von E. Merck bezogene Glucose 
verwendet. 


Angewandte Substanz: 5g in 100 ccm!). Länge des Rohres 2 dm. 
Mrs ie 250, 
=> +10 


Säure |Beobachtete Drehung: 
konzentration |10 Minuten nach der Asche 
normal Lösung rehung 








S ` 








Ä E ag 

o | 5,280 528% $ 

wn ` 5,60 5680 y 

16 6,25 625 È 

18 | 6,50 65,0 H © 
20 6,75 67,5 sy 
22 | 7,25 72,5 
24 : 8,00 80,0 ST 456 d'So 


26 9,10 91,0 | = 1 
; ! Abb.72). Abhängigkeit der Glucoserotation 
28 10,70 107,0 von der Schwefelsäurekonzentration. 


Wie man aus vorstehender Tabelle ersieht, steigt die spezifische 
Drehung der Lactose mit der Sáurekonzentration von 52,8% auf 107,0°. 
Eine Mutarotation konnte, wie es zu erwarten war, nicht beobachtet 
werden. Bei stärkerer Konzentration, ungefähr von 24n an, finden 
Abweichungen .statt, die durch sekundäre Einwirkung des Lösungs- 
mittels zu erklären sind. Während die Lösungen bis zu 22n Schwefel- 
säure stundenlang die oben angegebenen Drehungen beibehielten, zeigte 
die Lösung mit 24n Schwefelsäure ein langsames Ansteigen des Drehungs- 
wertes. Bei dieser Konzentration fängt also die Schwefelsäure an, 
. chemisch auf den Zucker unter Kondensation oder Esterbildung einzu- 
wirken. Eine Lösung von 5g Glucose in 100 ccm 24 n Schwefelsäure 
zeigte bei 20% im 2 dm-Polarimeterrohr folgende Drehungsänderungen: 

















Minuten Winkel Temperat | ee SE K 
| 
10 SF dE 
30 0,0419 | 0,0021 
60 0,1057 ' 0,0021 
90 0,1532 | 0,0019 
120 0,2258 0,0020 
150 0,3641 0,0026 
180 0,5268 | 0,0031 
00 «oo — 





.K im Mittel: 0,0023. 


1) Siehe Abbildung 7 der graphischen Darstellung. 
2) Abbildungen Nr. 1 bis 6 sind in der 1. Mitteilung, diese Zeitschr. 
185, 546, 1923, veröffentlicht. 
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Die Zahlen in der letzten Kolonne zeigen eine bemerkenswerte 
Konstanz. Es liegt daher die Vermutung nahe, daß diese Drehungs- 
änderungen durch einen bestimmten chemischen Prozeß bedingt werden. 
Am nächstliegenden ist eine Kondensation zu einem Pisaccharid vom 
Maltosetypus, die zu einem Gleichgewicht zwischen Glucose und Di- 
saccharid führt. Es muß aber dann möglich sein, bei der nämlichen 
Säurekonzentration und Temperatur auch von der Maltose diesen 
Gleichgewichtszustand zu erhalten. In der Tat ist das, wie nachfolgende 
Versuche zeigen, der Fall. 


Angewandte Substanz: 5g Maltose in 100 ccm 24n H,SO,. 
Länge des Rohres 2 dm. 


Winkel | Temperatur | log ne | K 


Zeit 
Minuten | 








10 13,200 ¡ 20,0° | u $ 

20 13,00 ` 200 0,0256 | 0,0026 
40 12,75 20,0 | 0,0598 | 0,0020 
80 ` 12,40 20,1 | 0,1127 0,0016 
120 12,00 20,0 | 0,1823 ' 0,0017 
180 11,30 20,0 0,3400 0,0020 
300 10,40 ' 20,0 | 0,6990 | 0,0024 


K im Mittel 0,0021. 


Bei Anwendung von 24n Schwefelsäure ist also die Inversion 
der Maltose unvollständig und geht bloß bis zu einem Gleichgewicht. 
das numerisch dem von der Glucose aus erreichten gleich ist. Die 
Gleichgewichtskonstante ist ebenfalls gleich der Konstanten bei der 
Glucosekondensation. Die sekundären Drehungsänderungen der Glucose 
sind durch Kondensation derselben zu Maltose oder Isomaltose bedingt. 
In der Tat hat auch Emil Fischer!) auf ähnlichem Wege das Osazon 
der Isomaltose zuerst dargestellt. Armstrong?) konnte noch weiter 
zeigen, daß dabei nicht nur Isomaltose, sondern auch Maltose entsteht. 
Auf Grund dieser physikalisch-chemischen Messungen kann man gleich- 
falls zeigen, daß sich aus Glucose unter der Einwirkung starker Säuren 
Maltose in nicht unbeträchtlicher Menge bildet. Allerdings bleibt die 
Reaktion bei diesem Punkt nicht stehen, sondern führt unter Ver- 
färbung noch weiter zu dextrinartigen Produkten und wahrscheinlich 
auch zu Estern. Das Arbeiten mit 26n und 28n Schwefelsäure ist 
nicht zu empfehlen, weil hier sehr schnell Verfärbung der Lösung ein- 
tritt. 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 23, 3687, 1890. 
2) Journ. Chem. Soc. 88, 1305, 1903. 
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2. Die Rotation der Galaktose unter dem Einfluß von Schwefelsäure 
wechselnder Konzentration. - 


Zur Anwendung kam ein von Kahlbaum bezogenes reines Produkt. 


Angewandte Substanz: 5g in 100 cem!) Länge des Rohres 2dm. 


Versuchstemperatur 25°. Die Ablesung erfolgte jeweils 10 Minuten nach 
dem Auflösen der Substanz. 


Säure” j ; 
: Beobachtete Spezifische 
ko = s Wée EEN Drehung | rehung 





IONO; 
Abb. 8. Abhängigkeit der Galaktoserotation 
von der Schwefelsäurekonzentration. 


Auch bei der Galaktose steigt, wie vorstehende Tabelle ersehen 
läßt, die spezifische Drehung mit der Säurekonzentration. Bei Ein- 
wirkung von 24n Schwefelsäure finden ebenfalls wahrscheinlich durch 


Kondensation weitere Drehungsänderungen statt, wie aus nachfolgender 
Tabelle ersichtlich ist. 


Angewandte Substanz: 5 g in 100 ccm. Rohrlänge 2 dm. 





j . a ` | 
E Winkel | Temperatur log- Se K 








30 0,1406 | 0,0070 
60 0,3104 | 0,0062 
d 0,3711 0,0052 
150 0,6721 | 0,0048 


Die Zahlen in der letzten Kolonne zeigen keine Konstanz mehr, 
sondern fallen ständig. Es scheint sich aber auch hier ein Gleich- 
gewichtszustand der Galaktose mit einem Disaccharid einzustellen. 


Vielleicht bildet sich die von E. Fischer?) zuerst dargestellte Galakto- 
biose. 


3. Die Rotation der Lactose unter dem Einfluß von Schwefelsäure 
wechselnder Konzentration. 

Die zu den Versuchen verwendete Lactose wurde durch zwei- 
maliges Umkristallisieren nach vorhergehender wiederholter Behandlung 
mit Kahle gereinigt.‘ Sie war frei von Eiweiß und Asche und zeigte eine 
spezifische Drehung & = 52,5°. 


1) Siehe Abbildung 8 der graphischen Darstellung. 
2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 85, 3149, 1902. 
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Angewandte Substanz: 5g in 100 ccm?*). Länge des Rohres 2 dm. 
Versuchstemperatur 25% Die Ablesung erfolgte jeweils 10 Minuten nach 
dem Auflósen der Substanz. 





Sáures 
konzentration 
normal 


Beobachtete 
Drehung 














3.3 8 


3 


deer Drehung in Grad 





%77 





EH 
Abb.9. Abhängigkeit der Lactoserotation ` 94 
von der Schwefelsáurek tration. 
c ä onzentration 26 9,90 90.0 


Wie bei den vorher untersuchten Zuckern findet auch bei der 
Lactose ein Ansteigen der spezifischen Drehung mit der Säurekonzen- 
tration statt. 

Angeregt durch die Ergebnisse vorstehender Versuche unter- 
suchten wir, ob auch bei der Maltose, Fructose und Mannose ein ähn- 
licher Zusammenhang zwischen spezifischer Drehung und Säure- 
konzentration besteht. 


4. Die Rotation der Maltose unter dem Einfluß von Schwefelsäure 
wechselnder Konzentration. 
Zur Anwendung kam ein von Kahlbaum bezogenes reines Produkt 
von der spezifischen Drehung a = 135,50, 
Angewandte Substanz: 5g in.100 ccm?). Länge des Rohres 2 dm. 


Versuchstemperatur 25°. Die Ablesung erfolgte jeweils 10 Minuten nach 
dem Auflösen der Substanz. 

















Säure» i 
i e Beobachtete Spezifische 
è ag konzentration | Drehung rehung 
pu o SH 
0 
H 10 
246802822 

normal 12 
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Abb. 10. Abhängigkeit der Maltoserotation 
von der Schwefelsäurekonzentration.} 22 
Gegenüber den anderen Zuckerarten macht also die Maltose eine 
Ausnahme. Die spezifische Drehung ist innerhalb der Versuchsfebler 
von der Säurekonzentration unabhängig. Vorausschickend erwähnen 


1) Siehe Abbildung 9 der graphischen Darstellung. 
2) Von dieser Konzentration an findet schon Inversion der Lactose statt. 
3) Siehe Abbildung 10 der graphischen Darstellung. 
4) Von dieser Konzentration an findet bereits Inversion der Maltose 


statt. 
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wir, daß auch bei der Einwirkung von Natriumbisulfit die Maltose 
eine Ausnahmestellung einnimmt. 


5. Die Rotation der Fructose unter dem Einfluß von Schwefelsäure 
wechselnder Konzentration. 


Zu diesen Versuchen diente ein von Kahlbaum bezogenes Produkt 
mit der Bezeichnung ,,Lávulose I aus Inulin‘“. 


Angewandte Substanz: 5g in 100 eem il, Länge des Rohres 2 dm. 
Versuchstemperatur 25°. 


ie D Beobachtete Drehung | Spezifische Drebung 











0 | — 9,50° — 96,09 
14 ¡ nach 10 Minuten: — 11,10° _ 1110 
nach 120 Minuten: — 10,50 i 
Die Lösung ist schwach gelb. 
16 | nach 10 Minuten: — 11,50° | — 115,0° 
Die Lösung vermindert ebenfalls unter Gelbfärbung die Drehung. 
18 , nach 5 Minuten: — 11,70% UO 
Die Lósung war unter Verminderung der Drehung rasch gelb. 
18 nach 120 Minuten: — 8,809 | — 88,00 
24 nach 5 Minuten: — 8,50 ' — 85,0 


Die Lösung wird sehr rasch gelb. 


Die spezifische Drehung der Fructose ist, wie vorstehende Zahlen 
zeigen, in geringem Maße von der Säurekonzentration abhängig, und 
zwar läuft einer Erhöhung der Säure- po 
konzentration eine Erhöhung der spezi- S a 
fischen Drehung im negativen Gebiet + 
parallel. Wegen der großen Empfindlich- E 
keit der Fructose gegenüber Schwefelsäure y 
beginnt schon bei einer Säurekonzentration SOL Y O EON E E 0 ER 
von lôn an ein Zerfall derselben unter Abb. 11. Abhängigkeit der Fructose» 
Gelbfärbung und Drehungsverminderung rotation von = en 
der Lösung. Wesentlich anders verhält l 
sich, wie später gezeigt wird, die Fructose gegenüber starker Sal- 
petersäure. 

Zum Schluß wurde auch die Momos in den Kreis der Unter- 
suchungen hereingezogen, weil sie bereits in wässeriger Lösung ein 
interessantes Verhalten zeigt. Die frisch bereitete Lösung dreht links 
a = — 13,600; nach abgeklungener Mutarotation zeigt die Lösung 
Rechtsdrehung & = 13,50% bis 14,20%. Leider stand uns zu diesen Ver- 
suchen nur eine kleine Menge Mannose zur Me Das Präparat 
wurde ebenfalls von Kahlbaum bezogen. 


1) Siehe Abbildung 11 der graphischen Darstellung. 
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6. Die Mutarotation der Mannose in wässeriger Lösung. 
Angewandte Substanz: 10 g in 100 eem, Rohrlánge 2 dm. Versuchs- 
temperatur 180, 








$ a 
Minos log a—e E 
1 Pa 2s 
5 0,0580 0,0140 
10 0,1919 0,0210 
20 0,3332 0,0175 
60 0,9700 0,0173 
00 — — 





K im Mittel: 0,0170. 


Die Mannosemutarotation befolgt also das Gesetz für monomole- 
kulare Reaktionen ; aus dem Endwert 2,60° berechnet sich die spezifische 
Drehung & = 13,0%. 


7. Die Rotation der Mannose unter dem Einfluß 
von 24 normal Schwefelsäure. 


Wegen Substanzmangel konnte nur ein Versuch mit Säuren aus- 
geführt werden, und zwar wurde gleich 24n Schwefelsäure verwendet, 
um neben der Abhängigkeit der Rotation von der Säurekonzentration 
auch etwaige sekundäre Einwirkungen des Lösungsmittels feststellen 
zu können. 


Angewandte Substanz: 1,25 g in 25 ccm. Rohrlänge 2 dm. Versuchs- 
temperatur 25°. Säurekonzentration 24n. l 


Beobachtete Drehung | S Se | a | Temperatur 




















— 50,0 — 8,30 
— 50,0 — 8,3 
— 45,0 —7,5 
— 40,0 — 6,7 
— 30,0 — 5,0 
— 10,0 — Lë 
+ 0,0 + 0,0 
F 16,0 F25 


Die experimentellen Ergebnisse genügen, um einige interessante 
Schlüsse ziehen zu können. In starker Schwefelsäure dreht also die 
Mannose im Gegensatz zur wässerigen Lösung links. Die Rechtsdrehung 
der wásserigen Mannoselösung wird also durch Zusatz von Schwefel- 
säure in eine Linksdrehung verwandelt und diese geht bei längerer 
Einwirkung der starken Säure wieder in eine Rechtsdrehung über. 
Vielleicht deutet dieses letztere Verhalten darauf hin, daß ähnlich der 
Glucobiose und Galaktobiose eine Mannobiose sich bildet. Auf Muta- 
rotation können wegen der hohen Wasserstoffkonzentration diese 
Erscheinungen keinesfalls zurückgeführt werden. Es wäre zu wünschen, 
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daß diese Versuche unter günstigeren Stoffbedingungen wieder auf- 
senommen würden, um 1. einen lückenlosen Zusammenhang zwischen 
Links- bzw. Rechtsdrehung und Säurekonzentration festzustellen, 
und 2. Anhaltspunkte für den Grund der sekundären Drehungs- 
änderungen zu bekommen. 

Der Vollständigkeit halber wurde auch die Saccharose unter 
ähnlichen Bedingungen untersucht; sie wird, wie zu erwarten war, 
schon innerhalb der ersten Minuten vollständig invertiert. So zeigt 
eine Losung von 1,25g Rohrzucker in 25 ccm 28n Schwefelsäure bei 
15%m 2dm-Rohr sofort nach der Auflösung eine Drehung von & = —3,10, 
was einer spezifischen Drehung des entstandenen Invertzuckers von 
«= — 31° entspricht. 

Aber auch andere starke Säuren, wie Salzsäure s = 1,185, Salpeter- 
äure s = 1,38, Überchlorsäure s = 1,67, Ameisensäure s = 1,20 
und selbst Eisessig zeigen ähnliche Erscheinungen. Nur die Einwirkung 
von Salpetersäure auf Fructose und das Studium der Rotation der 
Zucker in konzentrierter Ameisensäure wurden weiter untersucht 
und haben zu interessanten Ergebnissen geführt. 

Zunächst noch einige Angaben über die Drehung verschiedener 
Zucker in Salzsäure s = 1,185. Lactose zeigt in einer solchen Lösung 
je nach der Konzentration eine spezifische Drehung von ez = 66,2 
bis 69,4°. Die Drehung sinkt unmerklich mit der Konzentration, wie 
nachfolgende Tabelle ersehen läßt. 


S zifische 
rehung 


lg in 25ccm 5,50° 69,40 
3g in 25ccm 16,15 67,2 
5g in 25ccm 26,50 66,3 


Versuchstemperatur 25°. 


Konzentration Drehung | 








Die Glucose zeigt bei einer Konzentration von 5g in 100 ccm 
unter denselben Temperaturbedingungen eine spezifische Drehung 
von ab — 66,0%. Bemerkenswert ist, daß die Maltose bei dieser Säure- 
konzentration den normalen Wert al? = 135,5 wie in wásseriger Lösung 
Zeigt. 

Beträchtlich erhöht auch die Überchlorsäure die spezifische Drehung 
der Zucker. Wir erwähnen hier nur die bei der Inversion der Lactose 
angegebenen Werte von ez = 90,0%. Auch Eisessig (etwa 96%) erhöht 
sehr wesentlich die spezifische Drehung. Wegen der geringen Löslichkeit 
der Zucker in dieser Substanz wurde nur die Lactose untersucht. 0,5 g 
Lactose in 50 ccm Eisessig unter Erwärmen gelöst, zeigten im 2 dm-Rohr 
bei 20° eine Drehung von 1,6% was einer spezifischen Drehung von 

= 80,8% entspricht. 
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Die bis jetzt untersuchten starken anorganischen Säuren wirken 
alle mehr oder weniger schnell unter Verfärbung zersetzend auf die 
Kohlehydrate ein. Hinsichtlich ihres Verhaltens aber gegen konzentrierte 
Salpetersäure 8 = 1,38 zerfallen die untersuchten Zucker in zwei 
Gruppen. Die eine Gruppe enthält die Glucose, die Galaktose. 
die Lactose, die Maltose und Mannose, während in der anderen Gruppe 
nur die Fructose steht. Auf die Glieder der ersten Gruppe wirkt die 
Salpetersäure außer drehungserhöhend und wenn möglich invertierend 
sehr bald nach dem Auflösen unter ständiger Abnahme der Drehung 
und Gelb- bis Braunfärbung zerstörend ein. Bei Fructose dagegen 
findet ohne jegliche Zersetzungserscheinungen nur eine langsame 
Abnahme der Drehung statt. Das Drehungsvermögen verschwindet 
aber nicht vollständig, sondern strebt einem bestimmten Endwert zu. 
der auch bei wochenlanger Einwirkung der Säure nicht mehr unter- 
schritten wird. Die Anfangs- und Enddrehung verhalten sich ungefähr 
wie 4:1. Die Lösung nimmt nur durch die Bildung von Stickoxyden, 
die sich in der Salpetersäure lösen, eine schöne grünblaue Farbe an. 
Saugt man die gebildeten Stickoxyde ab, so wird die Lösung wieder 
vollständig klar und farblos. Bei Durchsicht der Literatur zeigte sich, 
daß auf diesem Gebiet noch keine nennenswerten Arbeiten vorliegen. 
Zur selben Zeit erschien dann aber eine Arbeit von Kiliani!) unter 
dem Titel: ‚Neues aus der Zuckerchemie”*, 1. Mitteilung. Kilian: 
benutzte, von anderen Voraussetzungen ausgehend, bei seinen Ver- 
suchen verdünntere Säure s = 1,20 und fand, daß Fructose zum Unter- 
schied von Glucose gegen diese beständig ist. Das Oxydationsprodukt 
der Glucose konnte Kiliani bis jetzt noch nicht analysenrein isolieren. 
Wie schon erwähnt, besteht zwischen Anfangs- und Enddrehung der 
Fructoselösung ungefähr das Verhältnis 4:1, wie folgender Versuch 
zeigt: | 

2 g Fruktose in 20ccm Salpetersäure « = 1,38 gelöst, zeigten im 1dm- 
Rohr eine anfängliche Drehung von ungefähr 10°. Beim Aufbewahren der 
Lösung im verschlossenen Meßkolben sinkt dieser Wert innerhalb einiger 
Tage auf ungefähr 2,5° herab und bleibt dann konstant. Es scheint sich 
also aus der Fructose ein Oxydationsprodukt von bestimmter Drehung 
in größerer Menge zu bilden, denn die Restdrehung kann unmöglich bei 
diesem großen Üborschuß an Salpetersäure noch von unzersetzter Fructose 
herrúhren. Zum Zweck der Isolierung dieses Oxydations- oder Abbau- 
produktes der Fructose wurde folgender Versuch unternommen. 

30 g Fructose wurden in 50 ccm Salpetersäure s = 1,38 gelöst und 
im gut verschlossenen Meßkolben unter ständiger Wasserkühlung 8 Tage 
lang stehen gelassen. Ein Vorversuch wurde ohne Wasserkühlung ausgeführt, 
dabei erwärmt sich aber im Laufe einiger Stunden das Reaktionsgemisch 


derart, daß sich unter lebhaftem Sieden mit starker Stickoxydentwicklung 
der Prozeß in kurzer Zeit abspielt. Die Enddrehung der Lösung ist trotz 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 54, 456, 1921. 


» 
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des heftigen Verlaufes des Prozesses nicht wesentlich von der nach der 
zelinderen Methode erhaltenen Drehung verschieden. Nach 8 Tagen wurde 
die Resktion unterbrochen, die Stickoxyde aus der blaugrünen Lösung 
abgesaugt und die Lösung dann bei Zimmertemperatur durch Anwendung 
von Vakuum zur Trockene eingedampft. Es resultiert eine weiße, zähe, 
teilweise kristallinische Masse, die immer noch kleinere Mengen von Salpeter- 
saure hartnäckig feststellt. Zur Identifizierung des erhaltenen Produktes 
sollte die Phenylhydrazinreaktion dienen. Nach Neutralisation der an- 
haftenden Salpetersäure mit Calciumcarbonat wurde die Probe nach den 
bestehenden Vorschriften ausgeführt. Sie lieferte ein rötliches, stark durch 
Beimengungen verunreinigtes Kondensationsprodukt, das wenig zur weiteren 
Verarbeitung einlud. Auch die Semicarbazon- und die Benzoylreaktion 
und der Versuch zur Darstellung des Kalksalzes lieferte keine brauchbaren 
Resultate. Eine nach vorstehender Vorschrift erhaltene Lösung wurde 
nicht zur Trockene eingedampft, sondern nach dem Verdünnen mit 50 ccm 
Wasser durch langsame Zugabe von Calciumcarbonat neutralisiert. Die 
letzten Reste von Salpetersäure lassen sich erst durch längeres Stehen 
mit einem geringen Überschuß an Carbonat entfernen. Das erhaltene 
Filtrat wird mit dem gleichen Volumen absoluten Alkohols versetzt, der 
anfallende gelblichweiße Niederschlag gesammelt und bei 35° getrocknet. 
Er nimmt dabei eine gelbrote Farbe an. Zur Zersetzung des Kalksalzes 
wurden 10 g desselben mit Oxalsäure umgesetzt und das Filtrat untersucht. 
Wider Erwarten war die optische Aktivität der Lösung trotz größerer 
Konzentration so gering, daß an eine Umlagerung oder Zersetzung der 
Substanz gedacht werden muß. Diese Verbindung zeichnet sich überhaupt 
durch geringe Beständigkeit aus, weil sie schon beim Stehen an der Luft 
unter Gelb- und Braunfärbung langsam versetzt wird. Die Versuche zur 
Isolierung dieser wahrscheinlich sehr interessanten Substanz werden fort- 
gesetzt, schon im Hinblick auf die Ergebnisse, die bis jetzt Kiliani bei der 
Glucoseoxydation durch Salpetersäure :s = 1,20 erzielen konnte. Das 
Oxydationsprodukt der Glucose hat bis jetzt ebenfalls der Isolierung und 
genaueren Identifizierung gespottet und ist von ähnlicher großer Ver- 
anderlichkeit. Es liegt die Vermutung nahe, daß die beiden Oxydations- 
produkte, das der Glucose von Kiliani und das von uns aus der Fructose 
erhaltene, identisch sind und wahrscheinlich in die Reihe der 2 Keto-d-Gly- 
tonsäure gehören. 

Wie ist nun die Erhöhung der spezifischen Drehung mit steigender 
Säurekonzentration zu erklären ? Im Hinblick auf Versuche von Mus- 
culus!) lag es nahe, an eine Esterbildung zu denken. Gegen diese Theorie 
können aber eine Reihe experimentell begründeter Einwände erhoben 
werden. Jede Esterbildung ist ein zu einem Gleichgewicht führender 
Prozeß. Die Einstellung des Gleichgewichts erfolgt sicher nicht so 
schnell, daß schon innerhalb weniger Minuten nach dem Auflösen der 
Endzustand erreicht ist. Man kann im Gegenteil bei solchen Prozessen, 
die zur Esterbildung oder Kondensation führen, die dabei auftretenden 
Drehungsänderungen sehr gut im Polarimeterrohr verfolgen, wie bei 
der Glucose, Galaktose und Mannose gezeigt wurde. Diese Zucker 
zeigen bei Schwefelsäurekonzentrationen zwischen 10 und 20n eine 


!) Bull. Soc. Chim. 18, 66, 1872. 
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Erhöhung der spezifischen Drehung. Der erhöhte Wert bleibt aber 
während längerer Zeit konstant. Wir wollen diese Änderungen im 
folgenden als primäre Änderungen der spezifischen Drehung bezeichnen. 
Erst bei einer Säurekonzentration von 22n an findet neben der anfäng- 
lichen primären Erhöhung auch eine weitere sogenannte sekundäre 
Erhöhung statt, die auf Einwirken des Lösungsmittels zurückzuführen 
ist. Ein weiterer Beweis gegen die Estertheorie ist auch darin zu sehen. 
daß selbst Säuren, die sehr geringe Neigung zur Esterbildung besitzen, 
wie z. B. die Salzsäure, und sogar neutral reagierende Stoffe, wie 
Caleiumchlorid, sehr bedeutende Erhöhungen der spezifischen Drehung 
hervorrufen. Alle die vorstehend angeführten Gründe sprechen ent- 
schieden gegen eine Esterbildung. Wir sind daher von dieser Ansicht, 
die auch direkt von dem Versuch widerlegt werden kann, sehr bald 
abgekommen. Der mit Alkohol aus einer salzsauren Lösung vollständig 
ausgefällte Zucker zeigte nach dem Wiederauflósen in Wasser die 
gewöhnliche normale Drehung. 

Nach der von E. Lippmann BE Theorie handelt es sich 
bei der Mutarotation der Zucker um einen gegenseitigen Übergang 
zweier stereoisomerer Formen ineinander. Die konstante normale 
Enddrehung ist die Drehung des sich einstellenden Gleichgewichts- 
gemenges. Wenn wir auch auf Grund späterer Versuche (Einwirkung 
von Alkalien, Natriumsulfit und Natriumbisulfit) annehmen müssen, 
daß dieser Übergang nicht in so einfacher Weise, sondern unter Auf- 
spaltung des y-Oxydringes erfolgt, so handelt es sich hier doch sicher 
um ein wenn auch kompliziertes Gleichgewicht verschiedener Formen. 
Jedes im Gleichgewicht befindliche System kann aber in verschiedener 
Weise beeinflußt werden. Bei optisch aktiven Körpern sind nun diese 
Gleichgewichtsverschiebungen sehr leicht im Polarimeterrohr zu ver- 
folgen, da sie entweder mit einer Drehungszu- oder -abnahme verbunden 
sind. So ist ja die spezifische Drehung der Zucker mehr oder weniger 
eine Funktion der Konzentration und der Temperatur der Lösung. 
Durch die Einwirkung von konzentrierten anorganischen und organischen 
Säuren und auch durch bestimmte konzentrierte Lösungen von Neutral- 
salzen ist es möglich, dieses Gleichgewicht sehr stark zugunsten der 
höher drehenden Modifikation, also der e Form zu verschieben. Diese 
Tatsache wird am besten durch folgende zwei Versuche erhellt: 

1. Versuch. 1,25 g Milchzucker zeigen in einer Lösung von 5 cem Wasser 
und 20 ccm Salzsäure s = 1,185 gleich nach dem Auflösen bei 20% eine 
Drehung von 6,2% in der 2 dm-Röhre. 

2. Versuch. 1,25g Milchzucker werden in Beem Wasser gelöst und 
die Lösung längere Zeit bis zum Abklingen der Mutarotation stehen ge: 
lassen, dann mit 20 cem Salzsäure a = 1,185 versetzt. Die Lösung zeigt 
unter den nämlichen Bedingungen wie vorher ebenfalls einen Drehungs- 
wert von 6,2%. Willstätter und Zechmeister (l. e.) konnten durch Einleiten 
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und Absaugen von Salzsáure in einer salzsauren Glucoselósung eine Ver- 
sehiebung des Gleichgewichts zugunsten der höher- oder niedrigdrehenden 
Form erzielen. 


Es ist uns auch gelungen zu zeigen, daß die primären Drehungs- 
änderungen durch Alkali auf einer Verschiebung des Gleichgewichts 
zugunsten der ß-Modifikation beruhen. Die die Drehung erhöhenden 
Stoffe sind nun alle stark wasseranziehende Mittel, und es liegt nahe, 
anzunehmen, daß der diesen Vorgängen zugrunde liegende chemische 
Prozeß in einer Wasserabspaltung oder in einer Verhinderung der 
Wasseraufnahme beruht. 

Wir denken uns das folgendermaßen: Durch die Untersuchungen 
Tanrets (l.c.) sind von den meisten Zuckern drei Formen bekannt 
geworden: 

l. Das Hydrat, die gewöhnliche, wasserhaltige, in der Natur vor- 
kommende Form der Zucker. 


2. Aus diesem entsteht durch gelindes Entwässern die sogenannte 
u-Form der wasserfreien Zucker, die in ihrem Aufbau und in ihrer 
Drehung dem Hydrat vollkommen gleicht. 

3. Durch Auskristallisieren aus einer wässerigen Lösung bei höherer 
Temperatur unter bestimmten Bedingungen erhält man die GO Form 
der wasserfreien Zucker, die sich durch die Drehung (Mehr- oder Weniger- 
drehung) und daher auch durch den sterischen Aufbau von dem Hydrat 
und der «-Form wesentlich unterscheidet. 

Das Hydrat oder die «-Form von Glucose, Galaktose, Lactose 
gehen nun in wässeriger Lösung in die ß-Form des wasserfreien 
Zuckers über: 


HCOH HCOH HOCH 

GES OH eN 
HCOH —~ọo HCOH HCOH -o 
HCOH _-- HCOH HCOH _— 

HCOH oe 

HC HCOH HC 
HCOH CH,OH : HCOH 
CH,OH CH,OH 


Die Umwandlung kónnte also unter Aufspaltung des Ringes und 
Anlagerung von Wasser über die Aldehydform gehen. In einem stark 
wasserabspaltenden Mittel wird diese Ringöffnung bei weitem schwieriger 
und unvollkommener sein müssen, wie in einer rein wässerigen Lösung. 
Da sich nun weniger von der hochdrehenden in die niedrigdrehende 
Form umlagern kann, müßte die Lösung eine erhöhte spezifische Drehung 
haben. So anschaulich diese Annahme auch ist, so konnte sie leider 
den Ergebnissen weiterer Versuche nicht standhalten. Anstatt von 
dem Hydrat kann man ja auch von der ß-Form des wasserfreien Zuckers 
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ausgehen. Dabei müßte sich unbedingt ein ähnlicher Vorgang, in diesem 
Falle eine Verschiebung zugunsten der niedrig drehenden Form ab- 
spielen, weil ja auch hier die Wasseranlagerung und Aufspaltung des 
Ringes erschwert sein müßte. Zur Entscheidung dieser Frage stellten 
wir die 8-Form der Lactose nach einer von Hudson gegebenen Vor- 
schrift durch Eindampfen einer gesättigten Lösung bei 100 bis 105° 
her. Diese Form zeigte in wässeriger Lösung folgende Drehungs- 
änderungen : 


Angewandte Substanz: 5g in 100 ccm. Temperatur 20°. Rohrlánge: 2 dm. 



































ee. | Winkel log K e Winkel | log ——, | K 
2,5 | 3,600 = en 86,5 | 455% | 0,5698 | 0,0068 
115 | 378 | 00645 | 0,0071 | 1165 : 462 0,8667 ' 0,0058 
21,5 | 3,90 | 0,1139 | 0,0060 | 176,5 | 4,75 | 0,9379 | 0,0054 
41,5 | 4,17 | 0,2504 | 0,0064 | 236,5 | 4,85 | 1,4550 | 0,0062 
56,5 | 430 | 0,3361 | 0,0062 oe AN  — 


K im Mittel: 0,0062. 


Wird sie aber unter den námlichen Bedingungen in konzentrierter 
Sáure gelóst, so zeigt sie innerhalb einiger Minuten nach dem Auflósen 
denselben erhóhten Drehungswert wie das Lactosehydrat. Um alle 
Erscheinungen, sowohl in saurer wie in neutraler Lósung erkláren 
zu können, modifizieren wir das vorhin angedeutete Schema dahin, 
daß wir die «-Form mit der Aldehydform vertauschen. 


HCOH HCOH HOCH 
OH 
HCOH nou ~ o HCOH ~ o 


HCOH HCOH HCOH 

HCOH SS 

HCOH HC HC 

CH,OH  HCOH HCOH 
CH,OH CH,OH 


Das Hydrat und die gleichgebaute «-Form erleiden also einen 
doppelten Zerfall: 1. Umlagerung in die $-Form (Umwandlungstheorie). 
2. Aufspaltung des Ringes und Bildung der Aldehydform (Hydrat- 
theorie). 


Diese Ansicht stellt also im Grunde genommen nur eine Ver- 
schmelzung der Hydrattheorie mit der Umwandlungstheorie dar. 
Auf Grund dieser Annahme kann man alle bis jetzt bekannt gewordenen 
Erscheinungen zwangslos erkláren, námlich: 1. Mutarotation, 2. Ver- 
halten gegen Fehlingsche Lösung, 3. Färbung von fuchsinschwefliger 
Säure, 4. Verhalten gegen Natriumbisulfit. 
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Zur Deutung dieser letzten Eigenschaften muß man unbedingt 
acnehmen, daß schon in neutraler Lösung die Aldehydform vorgebildet 
ist und nicht erst durch Aufspaltung des Ringes entsteht. 

Gewöhnliche wasserentziehende Mittel werden die Ringaufspaltung 
erschweren und damit eine Begünstigung der &-Form, verbunden mit 
“ner Drehungserhöhung, hervorrufen. Starke Säuren wirken ähnlich, 
nur wird sich hier auch die hohe Wasserstoffionenkonzentration der 
Losung geltend machen. Wasserstoffionen bewirken in nicht zu starker 
Konzentration nur einen beschleunigten Übergang der «- in die 8-Form. 
Von einer bestimmten Konzentration an werden sie aber imstande sein, 
den Prozeß auch in umgekehrter Richtung — Übergang der ß- in die 
a-Form — vor sich gehen zu lassen. Wir wollen nur an die Rohrzucker- 
inversion erinnern, die auch bei geeigneter Konzentration des Zuckers 
und der Säure rückgängig gemacht werden kann. 

Bei der Erhöhung der Wasserstoffionenkonzentration wird also 
auch eine Erhöhung der spezifischen Drehung stattfinden, weil sich 
das Gleichgewicht zugunsten der höher drehenden Modifikation ver- 
schicht. Nur die Maltose und in gewissem Sinne auch die Mannose 
machen eine Ausnahme von dieser Regel. Die Wirkung starker Säuren 
auf das Maltosegleichgewicht ist gering; meist findet eine kleine Er- 
niedrigung der spezifischen Drehung statt. Auch bei der Einwirkung 
von Natriumbisulfit folgt die Mannose, wie wir später zeigen werden, 
nicht den allgemeinen Gesetzen. Der tiefere Grund zu diesem Ver- 
halten ist sicher darin zu sehen, daß andere Komponenten das Gleich- 
wicht bilden. Da die Maltose in wässeriger Lösung zuerst weniger 
Drehung zeigt, so muß man in unserem vorher erwähnten, Schema nur 
lie «- mit der $-Form vertauschen, um zu einer befriedigenden Erklä- 
rung der Erscheinungen zu kommen. Bei der Maltose scheint also 
der Übergang der «- in die 8-Form bedeutend schwieriger möglich zu 
sin. wie der Übergang der ß- in die «-Form. Vielleicht läßt sich diese 
Verschiebung doch noch durch Anwendung von 43 proz. Salzsäure 
erzwingen. Ñ 

Zusammenfassend kann man sagen: Wasserstoffionen in geringer 
Konzentration wirken nur beschleunigend auf das Abklingen der Muta- 
rotation ein; bei stárkerer Wasserstoffionenkonzentration findet neben 
ener momentanen Abnahme der Mutarotation eine Verschiebung des 
Gleichgewichtes zugunsten der gewöhnlich in der Natur vorkommenden, 
also bei Zimmertemperatur stabileren Form statt; bei starker Kon- 
tentration der Säure und längerer Einwirkung derselben findet dann 
noch Kondensation zu höher molekularen Verbindungen statt. Wir 
erden später zeigen, daß sich bei der Einwirkung der Alkalien die- 


ge Vorgänge, nur nach der entgegengesetzten Seite, verfolgen 
asen. l 
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Bei Durchsicht der Literatur wurden wir auch mit einer Arbeit 
von Grossmann und Bloch!) über ,|Mutarotation und Rotationsdispersion 
der Zuckerarten in Wasser, Pyridin und Ameisensäure‘‘ bekannt. Als 
Charakteristikum für fast alle Zucker finden diese beiden Autoren. 
daß die Mutarotation in konzentrierter Ameisensäure entgegengesetzt 
wie in wässeriger Lösung verläuft. 


So finden Grossmann und Bloch z. B. für die Glucose folgenden Reaktions- 
verlauf: 


Angewandte Substanz: 7,161g in 100ccm. Versuchstemperatur: 20°. 
Rohrlánge: 1dm, Angewandte Lichtart: rot. 





Zeit | : Spezifische Drehung Zeit | 0: zifische Drehung 
Minuten | Winkel 7 für rotes Licht | Minuten | Winkel Spezifische Drehung Winkel ` Spezi _für rotes Licht Licht 
- i 


























K 
4.109 57,250 60 . 4809 | 67,01° 


e. 2 

10 ı 43 59,34 o 6,37 88,94 
15 | 435 | 60,74 l Tag . 6,87 95,94 
25 1 4652 | 63,11 3 Tage | 6,88 96,08 
40 | 465 | 64,93 5 Tage | 6,88 96,08 


Die Anfangsdrehung 57,25% auf gelbes Licht umgerechnet, ergibt 
ap = 73,830, 


Während in wásseriger Lösung eine Drehungsabnahme stattfindet, 
erfolgt in Ameisensäure also eine langsame Drehungszunahme. Wir 
können die experimentellen Daten dieser beiden Autoren für die von 
uns untersuchten Fälle vollauf bestätigen, aber der Deutung ihrer 
Ergebnisse können wir uns auf Grund unserer Versuche nicht anschließen. 
Der Ausdruck ‚Mutarotation‘‘ wird bis jetzt nur für die Drehungs- 
änderungen, die beim Übergang der stereoisomeren Formen der Zucker 
ineinander auftreten, gebraucht. Die beobachteten Drehungsänderungen 
in konzentrierter Ameisensäure sind aber nicht, wie nachstehende 
Versuche zeigen werden, durch einen solchen Übergang bedingt, und 
man kann daher diese gesamten Erscheinungen nicht unter dem Namen 
Mutarotation zusammenfassen. Wir vermuteten, daß die Glucose in 
Ameisensäure ein ähnliches Verhalten zeigt, wie z.B. in Schwefel- 
säure wechselnder Konzentration. Dort sehen wir neben einem augen- 
blicklichen Abklingen der Mutarotation eine Erhöhung der spezifischen 
Drehung und bei geeigneter Konzentration ein weiteres Steigen der 
Drehung, bedingt durch chemische Änderungen. Man könnte also 
auch sagen, in 24n Schwefelsäure verläuft die Mutarotation der Glucose 
umgekehrt wie in wässeriger Lösung. Diese sekundären Drehungs- 
änderungen der Glucose finden aber erst nach Erhöhung der spezifischen 


1) Zeitschr. Ver. Deutsch. Zuckerind., Techn. Teil, 1912, S. 19. 
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Drehung auf ungefähr 73° in nennenswerter Weise statt. Der beobachtete 
Anfangswert bei den Untersuchungen von Grossmann und Bloch ent- 
spricht ebenfalls ungefähr 73%. Des weiteren fällt auch der langsame 
Verlauf der Mutarotation auf. Wenn auch die Ameisensäure in dieser 
konzentrierten Form nicht stark dissoziiert sein kann, so ist doch an- 
zunehmen, daß diese Änderungen wenigstens mit derselben Geschwindig- 
keit erfolgen, wie sie sich in wässeriger Lösung abspielen. Dort ist 
aber schon in den ersten 6 bis 7 Stunden der Prozeß fast vollständig 
abgelaufen, während er in konzentrierter Ameisensäure erst in 3 bis 
5 Tagen das Endstadium erreicht. 


Um in die hier obwaltenden Verhältnisse Einblick zu gewinnen, 
wurden folgende Versuche angestellt: 

Verwendet man statt der Ameisensáure ‚„Kahlbaum‘‘ s = 1,22, 
G5- bis 96 proz., oder noch besser 80 proz. Ameisensáure, so ist es möglich, 
den letzten Teil der gewöhnlichen Mutarotation zu beobachten, während 
die Drehungserhöhungen erst nach ungefähr 10 Minuten auftreten. 


1. Versuch. 


Angewandte Substanz: 3 g Glucose in 25 ccm etwa 90proz. Ameisen- 
saure gelöst. Länge des Rohres: 2 dm. nen: 18°. 








E | SH D Drehung 


Zeit 
Minute 








15,709 
15,90 
16,20 
16,80 
21,20 





2. Versuch. 


Angewandte Substanz: 3 g Glucose in 25 ccm etwa 80proz. Ameisen. 
sáure gelöst. Länge des Rohres: 2dm. Versuchstemperatur: ‚18°. 





Zeit Drehung Zeit 








Minuten Minuten | Drebung 
1,5 15,80° 10 | 14,40° 
2 15,00 60 15,00 
3 14,60 1 Tag 20,00 
5 14,60 | 


Während nun bei einer gewöhnlichen wässerigen Glucoselösung 
die Enddrehung beim Verdünnen lediglich in diesem Verhältnis fällt, 
im übrigen aber dann konstant bleibt, treten beim Verdünnen einer 
Ameisensäurelösung Drehungsabnahmen auf, die meist bis zum Normal; 
drehungswert der Glucose führen. 
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3. Versuch. , 
Angewandte Substanz: 8g Glucose werden in 50 ccm Ameisensáure 





Man, Winkel | wi Wine 
3 23 60 25.50 
5 23,40 16 Std. : 3120 
10 23,60 3 Tage 32,20 
30 24.40 


10 ccm dieser hochdrehenden Lösung wurden nun auf 25 ccm verdünnt. 
Rohrlánge: 2 dm. Versuchstemperatur: 18°. 




















Minuten Winkel Minuten a 
2 1230 120 10°30 
5 12 13 180 10 15 
30 11 30 360 : 910 
60 11 16 2 Tage | 72 


Als Anfangsdrehung berechnet sich der Wert 32,2: 2,5 = 12,5, 
der mit dem experimentell gefundenen vollkommen übereinstimmt. 

Aus dem Endwert 7% 20 Minuten ergibt sich die spezifische Drehung 
der Glucose zu on = 57,20. Die geringe Erhöhung gegenüber dem 
Normalwert ist wahrscheinlich auf Einwirkung des Lösungsmittels 
zurückzuführen. 

Das aus Glucose durch Ameisensäure entstehende Produkt (wahr- 
scheinlich vom Maltosetypus) zerfällt also in wässeriger Lösung unter 
dem Einfluß der Wasserstoffionen in seine Komponenten. Es wäre 
zu untersuchen, ob mit Hilfe konzentrierter organischer Säuren eine 
bequeme Darstellungsmethode für Maltose oder Isomaltose zu finden ist. 

Auch für die Maltose konnte ein ähnlicher Reaktionsverlauf fest- 
gestellt werden. | 

4. Versuch. 


Angewandte Substanz: 2g Maltose werden in 50 ccm etwa 50proz. 
Ameisensäure gelöst. Rohrlänge: 1 dm. Versuchstemperatur: 180, 











Zeit 








Minuten | Winkel Minuten | Winkel 

2 9,000 30 10,100 

5 SCH 60 | 1030 

10 9,60 24 Std. ; 1040 
20 10,00 | 


In verdünnter Ameisensäure ist es also sehr leicht möglich, noch 
einen Teil der Mutarotation zu verfolgen. 

Um ganz einwandfreie Versuche zu bekommen, haben wir zuerst 
die Mutarotation durch Kochen zerstört und dann die Säure zugegeben. 
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5. Versuch. 


a) Angewandte Substanz: 1 g Maltose wird in Deem Wasser gelöst, 
wahrend 20 Minuten im kochenden Wasserbad gehalten, dann abgekühlt 
und auf 25 ccm mit Wasser aufgefüllt. Nach 25 Minuten zeigt die Lösung 
bei Zimmertemperatur im l dm-Rohr eine Drehung von 10,50, 

Dieser Wert bleibt konstant. 


b) Angewandte Substanz: l g Maltose wird in 5ccm Wasser gelöst 
und nach der Behandlung im Wasserbad mit Ameisensáure s = 1,22 auf 
25 ccm aufgefüllt. Rohrlänge: l dm. Versuchstemperatur: 18°. 


Zeit 


Minuten Winkel 
25 | 10,500 
30 10,65 
60 11,00 

48 Std. 11,65 


c) Angewandte Substanz: 1 g Maltose wird in 5ccom Wasser gelöst 
und sofort mit Ameisensáure 8 = 1,22 auf 25 ccm aufgefüllt. Rohrlánge: 
L dm. Versuchstemperatur: 18°. 





Zeit 


Minuten Winkel 
10 10,30° 
20 10,50 
55 10,65 
115 11,00 
48 Std | 11,50 


Es nähert sich also auch hier die Drehung dem gleichen Endwert 
wie im Versuch b). 

Aus allen diesen Versuchen geht eindeutig hervor, daß die Drehungs- 
änderungen in konzentrierter Ameisensäure nicht mit der Mutarotation 
zusammenhängen, sondern durch Einwirkung des Lösungsmittels auf 
die Zucker bedingt sind. Es ist daher notwendig, den Ausdruck Muta- 
rotation für diese Erscheinungen aus der Literatur und den Lehrbüchern 
zu streichen. Wir nehmen an, daß auch bei den nicht untersuchten 
Zuckern im Hinblick auf das gleichartige Verhalten derselben in 
Schwefelsäure sich die Drehungsänderungen in ähnlicher Weise erklären 
lassen, wie wir es für die Glucose und Maltose hier festgestellt haben. 
Bei der Saccharose erklären die beiden Forscher selbst die Drehungs- 
erscheinungen durch Zersetzung. | 


Zusammenfassung. 

1. Die wichtigsten Mono- und Disaccharide erleiden unter dem 
Einfluß starker Säuren primäre Änderungen ihrer spezifischen 
Drehungen, die sich durchweg in wesentlichen Erhöhungen derselben 
oft bis zum doppelten Wert der normalen Drehung bemerkbar machen. 
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Zwischen Sáurekonzentration und spezifischer Drehung besteht aber, 
wie die Kurven 6 bis 11 ersehen lassen, keine strenge Proportionalitát. 
Nur die Maltose, die auch in wässeriger Lösung sogenannte Semi- 
rotation zeigt, wird in ihrer Drehung durch Säuren wenig beeinflußt. 
Hervorzuheben ist noch, daß die Rechtsdrehung der Mannose unter 
der Einwirkung starker Säuren bis 0° verringert wird und schließlich 
in eine Linksdrehung übergeht. Es findet also auch hier eine Ver- 
schiebung des Gleichgewichtes zugunsten der Modifikation statt, die 
die Anfangsdrehung der wässerigen Lösung bedingt. 

2. Von einer bestimmten Säurekonzentration an (ungefähr 
24 normal) finden bei der Glucose und Galaktose sekundäre Drehungs- 
änderungen statt. Unter dem Einfluß des Lösungsmittels findet 
scheinbar eine Kondensation zu einem höheren Zucker statt, die zu 
einem Gleichgewicht zwischen Mono- und Disaccharid führt. Für die 
Glucose konnte dieser Gleichgewichtszustand auch von der Maltose 
aus erreicht werden. Merkwürdigerweise stimmen die Reaktions- 
gleichgewichtskonstanten der Kondensation der Glucose und der In- 
version der Maltose bei gleichen Versuchsbedingungen innerhalb der 
Versuchsfehler überein. Unter diesen Bedingungen bildet die Maltose 
anscheinend vorwiegend das erste Kondensationsprodukt der Glucose. 

3. Auch die Mannose zeigte ein ähnliches Verhalten. Es bildet 
sich bei der Einwirkung stärkerer Säuren wahrscheinlich eine bis jetzt 
noch nicht bekannte Mannobiose. Die Linksdrehung der Lösung geht 
dabei langsam wieder in eine Rechtsdrehung über. Wir haben also bei 
der Mannose folgendes Drehungsphänomen: 


Linksdrehung Rechtsdrehung 
ın wässeriger Lösung 














bei Zusatz von H,SO, 

We à = SR 
in sehr starker Säurelösung 

a, nee Be rn an nn A — 


4. Zur Erklärung der Mutarotation, der primären und sekundären 
Drehungsänderungen in stark sauren Lösungen und der Aldehyd- 
eigenschaften vieler Zucker bereits in wässeriger Lösung reichen die 
bestehenden Theorien — die Umwandlungstheorie von Lippmann und 
Hudson und die Hydrattheorien von Emil Fischer und Tollens — nicht 
aus. Erst durch Vereinigung dieser beiden Theorien zu einer einzigen, 
d.h. wenn man in der Mutarotation einen Vorgang sieht, der sowohl 
mit einem Übergang zweier stereoisomerer Formen ineinander als auch 
mit einer Aufspaltung des Ringes unter Wasseranlagerung verbunden 
ist, ist es möglich, durch Verschiebung des sich einstellenden Gleich- 
gewichts zwischen Alpha-, Beta- und Aldehydform, die bis jetzt 
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bekannt gewordenen Erscheinungen über die Drehung der Zucker zu 
erklären. 

5. Abweichend von den übrigen Zuckern wird die Fructose durch 
Salpetersäure 8 = 1,38 nicht unter Gelbfärbung zersetzt, sondern es 
bildet sich ein farbloses Oxydations- oder Abbauprodukt von bestimmter 
Drehung. Die Identifizierung derselben ist bis jetzt noch nicht gelungen. 

6. Auf Grund eingehender Untersuchungen konnten wir uns nicht 
der von Grossmann und Bloch geäußerten Ansicht, daß die Drehungs- 
anderungen verschiedener Zucker in konzentrierter Ameisensäure 
s = 1,22 als Mutarotationserscheinungen anzusehen sind, anschließen. 
Wir sehen vielmehr in diesen Erscheinungen Vorgänge, die durch 
chemische Einwirkung des Lösungsmittels (Kondensation der einfachen 
Zucker zu höheren Zuckern) bedingt sind. Der Ausdruck Mutarotation 
für die Drehungserscheinungen der Glucose und Maltose in konzen- 
trierter Ameisensáure und wahrscheinlich auch der anderen Zucker 
wäre aus der Literatur zu streichen. 


Untersuchungen über den Rest-Stickstoffgehalt des Blutes 
bei avitaminösen und hungernden Tauben. 


Von 


D. Alpern, Charkow. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 12. März 1923.) 


Mit 2 Kurven im Text. 


Unter allen mit dem Wesen des Vitaminhungers verbundenen 
Fragen sind diejenigen, welche das Wesen des Stoffwechsels bei der 
genannten Erkrankung betreffen, bisher am wenigsten bearbeitet 
worden. Die eingehenden Untersuchungen aus dem hiesigen Labora- 
torium von Tsuji (11) am Hunde und von Abderhalden (1) über den 
Gaswechsel bei Beri-Beri-Tauben haben erwiesen, daß die Kohlen- 
säurebildung sowohl im ganzen Organismus, wie besonders in den 
Muskeln merklich herabgesetzt ist, und daß eine solche für Avitaminose 
charakteristische Erscheinung bei sonstigen Erschöpfungszuständen des 
Organismus nicht in gleicher Weise stattfindet. Bei Eingabe von Hefe- 
extraktan avitaminöse Tauben wird die Gewebeatmung wiederum erhöht. 
Bereits 18 Stunden nach Reisfütterung haben Anderson und Kulp (2) 
Respirationsquotient = 0,73 — 0,80 feststellen können, und während des 
Polyneuritisstadiums = 0,75 bei Vorhandensein von Reis im Kropf. 
Es ist ohne weiteres klar, daß bereits auf Grund der oben erwähnten 
Angaben über den Gaswechsel bei reisgefütterten Tauben das Vor- 
handensein von Änderungen im Stoffwechsel überhaupt und im Stick- 
stoffwechsel insbesondere bei diesen Tieren angenommen werden muß, 
wie Tsuji (l. c.) ja auch letztere im Bilanzversuche nachweisen konnte. 

Gerade unter diesem Gesichtspunkt ist auch vorliegende Unter- 
suchung im Anschluß an eine noch unveröffentlichte Arbeit von 
Collazo aus dem hiesigen Laboratorium an Meerschweinchen und 
Hunden über den gleichen Gegenstand unternommen worden, und 
ihr Ziel ist, das Bild des Blutes avitaminöser Tauben in bezug auf 
Reststickstoff und seine Komponenten aufzuklären. Dabei erschien 
es uns notwendig, auch die Frage aufzuklären, inwieweit diese 
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Änderungen denjenigen bei hungernden Tauben ähnlich sind oder 
von ihnen divergieren. Es ist nämlich bis heute nicht gelungen, 
diese beiden pathologischen Zustände in bezug auf ihren Chemismus 
und Stoffwechsel scharf gegeneinander abzugrenzen. Während einige 
Forscher keinerlei prinzipiellen Unterschied zwischen Hungerzustand 
und Avitaminose anerkennen, weisen andere auf bedeutende Unter- 
xhiede hin. Die einen [Magne und Simonet (3) in bezug auf 
Respirationsquotient und Funk (4) in bezug auf den chemischen 
Bestand des Gehirns] schließen die Möglichkeit nicht aus, daß aller- 
hand Änderungen im Chemismus des Stoff- und Gewebewechsels 
einfach vom Hungerzustand abhängig sein können (infolge der 
Nichtutilisation der eingeführten avitaminösen Nahrung). Andere 
wiederum weisen auf den Unterschied zwischen den beiden pathologi- 
schen Zuständen in bezug auf den Fettgehalt [Terroine (6)] und auf 
die fermentativen Eigenschaften der Gewebe hin {Rothlin (7), Hess, 
Fleisch (8)]. Aber sogar im letzteren Falle darf die grundlegende Tat- 
sache nicht außer acht gelassen werden, daß bei avitaminöser Er- 
nährung eine derartige ,,alimentáre Dystrophie‘‘ stattfindet, bei welcher 
vor allem die schöpferische Fähigkeit der Zellenelemente leidet, welche 
nicht mehr imstande sind, die ihnen zugeführten Nahrungsingrediente 
in „Fleisch und Blut“ zu verwandeln (gleichviel, ob es von der Störung 
der Synthese in den Zellen selbst abhängt, oder ob es die Folge von 
Störungen in der Verdauungstätigkeit des erkrankten Organismus 
ist, wozu allerdings zu bemerken ist, daß die Resorption nach Tsujis 
il.c.) Beobachtungen ungestört verlaufen kann). 

Zu meinen Versuchen dienten Tauben, bei welchen die Avita- 
minose erzeugt war durch Ernährung mit poliertem Reis, oder mit 
solchem Reis, der während 2 bis 3 Stunden im Autoklaven bei einer 
Temperatur von 120 bis 130% erhitzt worden war. In bezug auf den 
(sehalt des Blutes an Reststickstoff (Alkoholätherextraktion und Amino- 
sáure nach Bang!) (9 u. 10), wurden vier Tauben systematisch und 
ungefáhr zehn sporadisch untersucht, und zwar in der Periode, 
während welcher die Avitaminosesymptome sich am heftigsten äußerten 
Krämpfe, Opistotonus und Karussellbewegungen). Gleichzeitig wurden 
in bezug auf dieselben Fragen auch solche Tauben der Untersuchung 
unterworfen, welche dem völligen Hunger unter Verabreichung von 
Wasser + Salzgemisch ausgesetzt waren. Zu Kontrollzwecken dienten 
Tauben, welche normal ernährt wurden mit Hafer und Erbsen. Bei 
den hungernden Tauben wurde Blut zu Analysezwecken alle 2 Tage 
entnommen und bei den avitaminósen alle 3 Tage einmal. An den 





1) Es soll daran erinnert werden, daß bei Vögeln der Stickstoffwechsel 
anders vor sich geht, als bei Säugetieren. Deswegen ist bei ihnen der Haupt- 
bestandtteil des Reststickstoffs Aminosäurefraktion. 
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Untersuchungstagen wurden Temperatur und Gewicht der Versuchs- 
tiere festgestellt. Bei dem zweiten Paar avitaminóser Tauben wurde 
gleichzeitig mit der Erforschung von N-Substanzen im Blute auch 
der Bestand des trockenen Satzes untersucht. 

Nahrung und Wasser wurden táglich verabreicht. 

Zu Beginn der Versuche, d. h. wáhrend der ersten Tage der Reis- 
ernáhrung, nahmen die Tauben die ihnen vorgelegte Nahrung ganz 
gern, spáter trat eine merkliche Appetitabnahme ein. Bei der Sektion 
war der Kropf immer mit Reis überfüllt, wogegen der Magen am häufig- 
sten Sand und kleine Steine enthielt. 

Die Stickstoffbilanz bei der Avitaminose ist dadurch ausgezeichnet, 
daß im Verlaufe dieser Krankheit eine mehr oder minder ausgesprochene 
Neigung zu einer negativen N-Bildung sich einstellt. Diese Kurve 
verläuft aber nicht in einer einfach absteigenden Linie, sondern zeigt 
Schwankungen, bei denen vorübergehende Stickstoffretentionen zu- 
tage treten. Das beweisen auch noch unveröffentlichte Beobachtungen 
am Hunde von Hirabayashi aus dem hiesigen Laboratorium. Es kann, 
wie gerade aus der Arbeit von Tsuji (l. c.) am Hunde hervorgeht, in der 
prämortalen Periode sogar eine sehr beträchtliche positive N-Bilanz 
zur Anschauung kommen. 

Da nun alle Erfahrungen darauf hindeuten, daß im Grunde bei 
der Avitaminose die Assimilation gestört ist, muß es als unwahrscheinlich 
gelten, daß die Perioden mit positiver N-Bilanz einen Eiweißensatz 
bedeuten. Der Gedanke liegt vielmehr nahe, daß die positiven Bilanzen 
durch Retentionen von N-Schlacken, vielleicht auch von N-haltigen 
Nahrungsbestandteilen, die nicht zum Ansatz kommen, bedingt sind. 
In diesem Falle müßte der Reststickstoff des Blutes im Verlaufe der 
Avitaminose Abweichungen von der Norm erkennen lassen. Auf welcher 
Störung, ob einer degenerativen Konstruktion des Blutes und der 
Gewebe, ob auf einer Nierenstörung dann die gelegentliche Aus- 
scheidungsinsuffizienz für die Schlacken beruht, muß vorläufig dahin- 
gestellt bleiben. 

Nun ist der avitaminöse Zustand, wie ich schon sagte, in gewissem 
Sinne ein Hungerzustand, indem die Nahrung zwar resorbiert, aber 
nicht genügend assimiliert wird [Bickel (12)]. 

Beim Hunger steigt nach den Beobachtungen von Bang bei Säuge- 
tieren und Racchiusa (13) bei Tauben der Reststickstoff und Amino- 
siurestickstoff des Blutes an. Während einer solchen Hungerperiode 
zeigt auch der an sich immer gesteigerte Reststickstoff des Blutes 
beträchtliche Schwankungen (Kurve 1). 

Bei der Avitaminose muß dann folgerichtig der Reststickstoff 
des Blutes ebenfalls erhöht sein und eventuell analoge Schwankungen 
erkennen lassen. Tatsächlich ist dieses der Fall (Kurve 2). 
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Wenn nun gar bei der Avitaminose, genau wie bei dem Hunger- 
zustande trotz positiver N-Bilanzen das Körpergewicht sukzessive 
weiter abnimmt und die Körpertemperatur ebenfalls kontinuierlich 
sinkt, dann beweist das erst recht, daß die Deutung der Avitaminose 
als eine Art von chronischem Hungerzustand zutreffend ist. 


Së 





60 Ke 
SR 
SES 
Se 
20 dE 
70 — o 
Kurve 1. Hungertaube. Kurve 2. Avitaminóse Taube. 
(Zu Tabelle II.) (Zu Tabelle TV.) 


Die Schwankungen in dem Reststickstoff des Blutes könnten 
nun auch darauf beruhen, daß durch Wasserverschiebungen innerhalb 
des Körpers — nach Morinacka (diese Zeitschr. 1922/23) und Krause 
(14) ist ja der Prozent-H,O-Gehalt des Gesamtkörpers bei der Avita- 
minose genau wie in der Norm — das Blut einmal mehr, einmal weniger 
hinsichtlich seines Reststickstoffgehaltes verdünnt zu sein vermöchte. 

Nach meinen Beobachtungen, die ich nachstehend noch ausführ- 
licher mitteile, ist die Trockensubstanz des Blutes bei avitaminösen 
Tauben in der Regel erhöht; wenn z. B. bei der normalen Taube das 
Blut 22%, Trockensubstanz hatte, so betrug dieser Wert in der dritten 
Woche der Krankheit 27 bis 29%, in der vierten Woche 23 bis 24 %, 
aber in der folgenden Zeit gegen Lebensende nur 20 bis 13%. Indessen 
alle Male ist ebenso bei der Avitaminose wie beim Hunger der Rest- 
stickstoff im Blute, berechnet auf die Trockensubstanz, pathologisch 
vermehrt. Da nun auch während großer Perioden die Trockensubstanz 
des Blutes vermehrt ist, muß der Reststickstoff im Gesamtblute dann 
erst recht vermehrt sein. Das beweist aber ganz sicherlich eine Retention 
von Stickstoff, die auch in der Gesamt-N-Bilanz zum Ausdruck kommen 
kann, worauf ich oben schon hinwies. 

Meine Versuche an Tauben haben nun folgende Ergebnisse gehabt: 

l. Das Körpergewicht nahm bei den avitaminösen Tauben und 
den Hungertauben in fast entsprechender Weise ab. 
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2. Die Temperatur nahm bei beiden Tiergruppen kontinuierlich ab. 


3. Der Reststickstoff des Blutes, auf die Trockensubstanz bezogen, 
stieg bei beiden Tiergruppen mit Schwankungen kontinuierlich an. 
4. Parallel mit der Kurve für den Reststickstoff geht die Kurve 
für den Aminosäuregehalt des Blutes. 

5. Die alkoholätherlösliche Fraktion des Reststickstoffs steigt 
bei beiden Tiergruppen wenig an. 


So zeigen denn meine Versuche, daß nach dem Verlauf der Rest- 
stickstoffkurve des Blutes die Avitaminose der Typus eines chronischen 
Hungers ist. 
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Tabelle 1. 
Hungertaube Nr. 1. 
— A — — —— 
Dat d Alkohol» | A e ; T e 
Tag der Rest:N Athens Säure Gewicht rg ! Bemerkungen 
12. XII. | 0.064 | 0017 | 0,047 | 250,0 P , Ee Erben und 


1922 Ca 0,064 0,013 0,050 | 250,0 he ‚5 | Hafer 
| 0,013 | 0,047 | 250,0 , 


= | Br 00 | 0 04 T 0,048 | 250,0 | 42 | Durchschnitt 

















1 0,063 0,010 0,052 | 270,0 | 41,2 || Voller Hunger r mit 
2 0,065 O, 010 0,055 | 240,0 40,8 Wasser und Salz- 
4 0,091 0,021 0,070 | 230,0 | 41,0 | gemisch 
6 0,089 0,019 0,070 | 205,5 | 40,2 ¡ 
8 0,081 0,018 0,062 | 180,0 | 40,1 | 

+ 10 0,093 0,017 0,076 ` 150,0 | 37,0 | 








| 0,080 | o016 ! 0064 | — | — Durchschnitt 


Restbilanz: + 0,017. Alkohol-Áther-N -Extrakt-Bilanz: + 0,002. Amino- 
säurebilanz: + 0,016. Körpergewichtsabnahme: 40% in 10 Tagen. Tem- 
peraturabnahme: 129% in 10 Tagen. 
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Tabelle II. 
Hungertaube Nr. 2. 


Datum und Alkohol, iio: eee ` 
Tag der RestsN AthersNs Ge Gewicht SE 
Krankheit i Extrakt 


18. XII. E 0,017 | 0,047 Se 42,1 |Vorperiode: Nahrung 











Bemerkungen 














0,055 0.014 0,041 250,0 42,5 Hafer und Erbsen 
0,059 0.013 0,046 250,0 425 


| 0,059 | 0,015 | 0,045 | 250,0 | 42,4 [Duro Durchschnitt u 
0,079 | 0,008 | 0070 | 250,0 | 421 | Voller Hunger mit 


1 

2 0,093 0,017 0.076 | 2200 | 414 | Wasser und Salz- 
4 0,095 | 0021 | 0073 | 220.0 | 406 gemisch 
6 
8 
0 








0,089 | 0,021 | 0,086 | 200,0 | 40,0 
0,080 | 00% | 0059 | 180,0 | 41,1 
0,100 | 0,018 | 0,085 | 150,0 | 37,0 


0,089 | 0,017 | 0,071 | — | — {Durchschnitt 





Restbilanz: +0,030. Alkohol-Äther-N-Extraktbilanz: +0,002. Amino- 
sáurebilanz: + 0,026. Körpergewichtsabnahme: 40% in 10 Tagen. Tem- 
peraturabnahme: 12,7% in 10 Tagen. 


Tabelle III. 
Avıtaminöse Taube Nr. 1. 














D d Alkohol» | Amino: RL Ze 
Tag der. Rest:N ÄtherN» geg Gewicht Eta Bemerkungen 
Krankbeit 0 Extrakt 0C 
23. XII. | 0,062 0,008 | 0, 054 320,0 | 41,5 || Vorperiode: Nahrung 
1922 0,064 0011 | 0053 | 300,0 | 41,0 || Hafer und Erbsen 
0,055 | 0,012 0.043 | 300,0 | 415 



































| 0060 0,060 | 0,0 0,010 | 0,050 | 300,0 | 41,5 | Durchschnitt 





3 0,061 40,5 5 | Ernährung mit polier- 

5 0,065 39,5 | tem Reis 

8 0,077 39, 3 | Chronische Entwick- 
11 0,091 39,2 lung der Krankheit 
14 0,092 39,2 mit Láhmungen 
18 0,093 38,9 
22 0,081 39,1 
26 0,070 39,0 
30 0,074 38,0 
35 0,103 37,0 |t am 36. Tage 

| 008 | 0014 | 0070 | — | — | Durchschnitt 


Restbilanz: +0,023. Alkohol-Äther-N-Extraktbilanz: +0,004. Amino- 
säurebilanz: + 0,020. Körpergewichtabnahme: 33% in 36 Tagen. Tem- 
peraturabnahme: 10,8%, in 36 Tagen. 


10* 
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Tabelle IV. 
Avıtaminöse Taube Nr. 2. 
D d Alkobols e 
Tag. der Rest-N Ather N. K säure Gewicht KS sl Bemerkungen 
Krankheit. Extrakt 
25. XIL EA | 0009 | 0051 | 280,0 | 41,5 1 Vorperiode: Emäh- 
1922 0,066 0011 | 0,055 | 2100 415 ¡rung mit Hafer und 
0,056 0,008 | 0,049 | 280.0 | 415 | Steen 
| 0,061 | 0,009 H | 0,061 1 EE | 41,5 ‚Durchschnitt 
CR m 0 012 0,056 ` 270,0 41,2 | Ernährung r mit polier- 
5 0,070 0010 0060 | 270.0 | 405 tem Reis 
8 0,070 | 0011 | 0.060 | 270,0 | 40,0 | 
11 0,085 0,013 | 0,062 | 270,5 | 40,0 Chronische Entwick- 
14 | 0087 | 0015 | 0070 ' 260,0 | 398 | Tungder Krankheitmit 
18 0,075 0,011 | 0,064 | 250,0 | 39,1 | Lähmungen 
22 0,085 | 0,014 | 0,071 | 250,0 | 39,0 ' 
26 0,075 0,011 | 0,062 | 230,0 | 38,5 | 
30 0,073 | 0,011 | 0,062 | 226,0 | 38,5 | 
35 | 0101 | 0018 | 0,083 | 200,0 | 37,5 + am 37. Tage 
| 0085 | 0,0135 | 0,070 | — | — ‚Durchschnitt 


Restbilanz: + 0,024. Alkohol-Äther-N-Extraktbilanz: + 0,0045. Amino- 
säurebilanz: + 0,019. Körpergewichtabnahme: 28% in 37 Tagen. Tem- 
peraturabnahme: 9,6% in 37 Tagen. 


Tabelle V. 
Avıtaminöse Taube Nr. 3. 


Alkohol» | Amino» 
Rest-N EE 


| 2 Tempe- l 
säure | Gewicht ie | Bemerkungen 
| 


SCH E EE E Ee 
11. I. m 0,014 | 0,065 | 300,0 po | Vorperiode: Ernäh- 








Extrakt 














1923 0,074 0,011 0,060 300,0 | 42,0 ı rung mit Hafer 
0,075 | 0012 | 0,063 | 300,0 | 42,0 


























0,076 | 0012 2 | 0,063 | 300,0 |. | 42,0 ' Durchschnitt 
4 u 0085 | 0,009 | 0.077 2700 418 | "Ernährung mit bei 
8 0,099 0,020 . 0,079 | 260,0 | 41,0 120 bis 130% erhitztem 
12 0090 | 0014 | 0075 | 2600 | 410 | Reis 
16 0,075 | 0.011 | 0,064 250,0 | 40,0 I Form mit 
20 0,085 | 0,010 : 0,075 220,0 39,0 Lähmungen und 
24 0,093 | 0,012 | 0,081 | 210,0 | 38,5 |Opistotonus am Ende 
28 0,085 | 0,010 | 0.072 | 200,0 | 382 | 
32 0,088 | 0,016 | 0,072 | 200.0 | 38,0 | 
36 0,091 ` 0,014 | 0,076 | 190,0 | 377 ' 
40 0121 | 0019 | 0,102 150.0 | 2 | 150,0 137,3 Tam 0. Tage ` 

|. — 


| 0,091 | 0013 ¡0077 | — | — ‚Durchschnitt 


Restbilanz: +0,015. Alkohol-Äther-N-Extraktbilanz: +0,001. Amino- 
säurebilanz: + 0,014. Körpergewichtsabnahme: 50%, in 40 Tagen. Tem- 
peraturabnahme: 11%, in 40 Tagen. 
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Tabelle VI. 
Avitaminóse Taube N 














Datum und Alkobol- | A Amino» 


Tag der RestsN Äther-N; säure ewicht |, ee Bemerkungen 
Krankbeit 0 Extrakt 





11. I. 1923 0,076 0,014 0,062 | 300,0 | 42,0 | orpercda: Ernäh- 
0,074 0, 012 d ‚062 300, 0 | 42, 0 rung mit Hafer 
0,075 0,012 0,063 300,0 42,0 


| 0,075 | 09012 | 0062 0,062 | 300,0. | 420 | Durchschnitt 

















4 0,075 | 0,011 0,063 | 300,0 | 42,0 | Ernährung mit er- 

8 0,100 0,020 | 0,080 | 270,0 | 42,0 |hitztem Reis bei 120 
12 0,095 0,015 | 0,080 260,0 412 bis 130°. 
16 0,075 0,010 ¡ 0,065 41,0 | Progressive Form mit 
20 0,090 0,015 | 0,075 | 2800 39,3 | Lähmungen und am 
24 0,090 0,015 ı 0,078 | 2100 | 390 | Ende Polyneuritis, 
28 0,087 0,011 | 0,076 | 200.0 ` 38,6 Opistotonus, 
32 0,088 0,014 | 0,072 | 200,0 | 38,0 | Karussellbewegungen. 
36 | 0,087 0,014 | 0,072 | 1950 | 373 | 
39 0,103 | 0020 | 0081 | 1500 | 385 |t am 39. Tage. 

| 0,089 | 0,014 | 0074 | — | — | Durchschnitt 


Restbilanz: +0,014. Alkohol-Äther-N-Extraktbilanz: + 0,002. Amino- 
sáurebilanz: +0,012. Körpergewichtsabnahme: 509% in 39 Tagen. Tem- 
peraturabnahme: 11% in 39 Tagen. 


Tabelle VII. 
Avitaminöse Tauben, sporadisch untersucht. 


Datum und Alkohol» SS Tempe o OS u 
Tag der RestsN Äther-N» Gewicht | ratur Bemerkungen 
Krankheit o, Extrakt oC 


| 0,066 0,013 0,053 | 2750 | 42 Durchschnitt. unserer 











Amino» 
säure 


0 














Tauben im normalen 
Zustande. 








20 | 0097 | 0017 | 008 ,097 0,017 0,080 220,0 | 39,6 | Polyneuritis. 

20 0 082 0 ‚017 0 ‚068 220,0 | 39,7 

20 0 ‚083 0 ‚010 O, 074 ¡ 220,0 | 38,1 Opistotonus, Polyneur. 
23 O, 100 0, 010 : 0, ‚085 200,0 | — | Polyneuritis. 

30 O, 100 0, ‚020 O, 080 — 38,0 '¡ Opistotonus usw. 
0,0, ‚085 O, 013 0, 072 — 35,5 ` 3 

23 O, 085 0 009 0, ‚077 — 37,7 | Polyneuritis. 

23 0 ‚070 0, 015 0,055 — 37,7 | S 


Uber Rivanolwirkung. 


Von 


Ernst Bloch und Fritz Schiff. 


(Aus der 1. inneren und der Bakteriologischen Abteilung des stádtischen 
Krankenhauses im Friedrichshain, Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1923.) 


Schnitzer und Rosenberg!) haben eine Verstärkung der Rivanol- 
wirkung auf Streptokokken durch Zusatz von Serum festgestellt. Es 
fragte sich, ob dieser Einfluß des Serums auf ,,bakterizide Kräfte“ 
zurückgeführt werden muß oder sich physikalisch-chemisch erklären 
läßt. Folgende Erklärung liegt nahe: Pharmakologisch wirksam sind 
fast nur die Säuren und Basen, nicht aber ihre Salze. In einer Lösung 
von salzsaurem Rivanol herrscht infolge Hydrolyse saure Reaktion. 
Setzt man zu einer solchen Lösung eine neutral bzw. schwach alkalisch 
reagierende und gut gepufferte Flüssigkeit wie Serum zu, so wird die 
Reaktion nach der alkalischen Seite verschoben, und es bildet sich 
mehr Rivanolbase. Läßt sich nun experimentell zeigen, daß das Rivanol 
nur als Base wirkt, so wäre der Einfluß des Serums durch die Ver- 
schiebung der (H`) tatsächlich erklärt. 

Für Chinin und seine Derivate ist dieser Nachweis von Rong und Bloch?) 
und Michaelis und Dernby?) in der Weise geführt worden, daß das Gift 
bei konstanter Giftkonzentration und variierter (H') auf verschiedene 
biologische Objekte: Paramäcien, Bakterien, Zellatmung und Fermente, 
wirkte; und es fand sich übereinstimmend in allen Versuchen steigende 
Wirkung bei steigendem py. 

1. Einfluß von De auf die antibakterielle Wirkung des Rivanols. 
Wir untersuchten die Wirksamkeit des Rivanols bei variiertem Py 
auf Staphylokokken und folgten der Arbeitsweise von Michaelis und 
Dernby. Unsere Bouillon enthielt im Liter: 10 g Liebigs Fleischextrakt, . 
10g Pepton Knoll, 3g Kochsalz, 2g primäres Natriumphosphat. 
De dieser Bouillon betrug nach dem Sterilisieren 5,2. Es wurden ver- 
schiedene Portionen abgefüllt und mit NaOH in steigender Menge 


1) Klin. Wochenschr. 1, 2383, 1922. 
2) Diese Zeitschr. 118, 185, 1921 und 128, 169, 1922. 
3) Zeitschr. f. Immunitätsf. 34, 194, 1922. 
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versetzt. pz der verschiedenen Portionen wurde nach dem Sterilisieren 
mit der kolorimetrischen Methode von Michaelis gemessen. Als Test- 
stamm diente ein aus menschlichem Material gezüchteter -Staphylo- 
coccus aureus. Von der 24stündigen Schrägagarkultur wurde eine 
Öse in 10ccm steriler physiologischer NaCl-Lósung aufgeschwemmt. 

In den einzelnen Versuchen wurden je 4ccm der Nährböden in 
sterile Reagenzgläser abgefüllt, frisch sterilisiert, dann je Leem der 
Rivanollösung und ein Tropfen der Staphylokokkenaufschwemmung 
(2-ccm-Pipette) zugesetzt. Die Röhrchen kamen für 20 Stunden in 
den Brutschrank. Dann wurde die Trübung notiert, je eine Öse auf 
Agarplatten abgeimpft und nach weiteren 24 Stunden das Wachstum 
auf Agar beobachtet. 

In den beiden folgenden Tabellen ist die hemmende bzw. ar 


tötende Wirkung fallender Rivanolkonzentrationen bei zunehmendem 
Do dargestellt. 


Tabelle I. 
Wachstum von Staphylokokken in Rivanolbouillon bei steigendem py. 
c = Rivanolkonzentration des Gemisches. + = Bouillon getrübt, 
— = Bouillon klar. Ablesung nach 20stündiger Bebrütung. 


Pa , ` C: (kan 1]10000 ` "ben | 140.000 | kom | "heen u 


5,1 = T + T F ES 

6,5 = = — + + + 

121 = j — — + + 

75, — — = _ | u SÉ 

8, 1 | RES y KS SE N 2 | Ko 
Tabelle II 


Abimpfung von den Bouillonróhrchen der Tabelle 1 auf Agar. 
Ablesung des Wachstums nach 24stindiger Bebrütung der Agarplatten. 
+ + + = üppiges, + = mäßiges, (+) = spárliches, — = kein Wachstum. 














PH | Etwa too | Etwa Moo | Etwa Moo | Etwa Je | Etwa 1110000 | Etwa an wen | E Etwa 'L0000 Etwa Je | Etwa "on Etwa 180000 SR ia iaas Jean 
51 | +++ PA Ferry 
60 l — y te E E 
65) — E? = ji At Et 
Géi = = = (+) KS +++ 
7,5 S E = (+) T +++ 
s1. = | -= - | -= —  [(+)8Kal. 


Beide Tabellen zeigen für alle Rivanolkonzentrationen das An- 
wachsen der Wirkung mit steigendem Py. In den stets angesetzten 
Kontrollen zeigte sich kein Einfluß der (H”) auf das Wachstum der 
Staphylokokken. 


Die zweite Tabelle läßt erkennen, daß in einem Teil der klar gebliebenen 
Bouillonröhrchen der Tabelle I keine völlige, sondern nur eine partielle 
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Abtötung bzw. eine Unterdrückung des Wachstums zustande gekommen 
ist. Die graduelle Abstufung der Wirkung mit der Zunahme von py tritt 
hier bei den stärkeren Verdünnungen besonders deutlich hervor. Für 
unsere Fragestellung ist es ohne Bedeutung, daß die Werte für die ,,Ab- 
tötung“ nur relativ sind und daß bei einer Verschärfung der Versuchs- 
bedingungen, insbesondere bei Heranziehung des Tierversuches, eine ge- 
wisse Verschiebung der Werte eintreten könnte. Vgl. die Untersuchungen 
von Súpfle*) und Hahn). 

2. Einfluß von Serum auf py der Rivanolbouillon und auf die 
antibakterielle Wirkung des Rivanols. Wenn die Wirkung des zuge- 
setzten Serums entsprechend unserer Hypothese tatsáchlich auf einer 
Verschiebung der (H') beruht, so müßte sich ein Unterschied zeigen, 
je nachdem der Zusatz zu saurem oder alkalischem Náhrboden erfolgt. 
Nur im ersten Falle wáre dann Verstárkung der Rivanolwirkung zu 
erwarten; Serumzusatz zu alkalischer Bouillon würde dagegen keine 
oder sogar abschwächende Wirkung haben. 

Es wurde zunächst der Einfluß des Serumzusatzes auf die (H') 
des Nährbodens an den Endgliedern der Reihe geprüft. 


Tabelle III. 


Einfluß von Menschenserum und von Rivanol auf die Reaktion von saurer 
und alkalischer Bouillon. 








. "Dm | Pu 
Bouillon 3... eg e 8.8 SC u ec a ee 51 8,3 
5cem Bouillon + Leem Serum `... 2 2. l 56 °` 80 
5cem Bouillon + Leem Rivanol!!, 0 =: = = =... DI 8.3 
4cem Bouillon + Leem Serum + lcem Rivanol Mom , 56 > 80 
4ccm Bouillon + 2cem Serum ........... ' 5,7 7.6 


Serumzusatz verschiebt also pg des sauren sowohl wie des alka- 
lischen Nährbodens nach der Eigenreaktion des Serums hin. Da diese 
De 8,3 näher liegt als 5,1, muß dem alkalischen Nährboden mehr Serum 
zugesetzt werden, um eine deutlich verschiebende Wirkung zu erhalten. 
Rivanol ist ohne Einfluß auf De. 

In den folgenden Versuchen wurde der Einfluß des Serumzusatzes 
auf die Rivanolwirkung geprüft. Es wurden zwei Reihen angesetzt. 
In der ersten wurden 4ccm Bouillon, Leem sterile physiologische 
NaCl-Lósung und Leem der Rivanollósung, in der zweiten 4 ccm 
Bouillon, 1 cem steriles Menschenserum und Leem der Rivanollösung 
zusammengegeben. Im übrigen wurde die beschriebene Arbeitsweise 
innegehalten, nur mit dem Unterschied, daß für die Beurteilung der 


1) Súpfle und Dengler, Arch. f. Hyg. 85, 189, 1916 und folgende 
Arbeiten. 
2) Hahn, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskr. 98, 569, 1922. 
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Rivanolwirkung die Trúbung der Bouillon (entsprechend oben Tabelle 1) 
nicht herangezogen werden konnte, weil infolge der bekannten eiweiB- 
flockenden Wirkung des Rivanols in der zweiten Reihe regelmäßig 
Trübung eintrat. Wir beschränken uns deshalb auf eine Wiedergabe 
des der Tabelle II entsprechenden Versuches. 


Tabelle IV. 


Einfluß von Serumzusatz auf die Rivanolwirkung bei verschiedenem pp. 

Beimpfung von Rivanolbouillon ohne (obere Reihe) und mit Serumzusatz 

(untere Reihe) mit Staphylokokken. Nach 20stündiger Bebrütung Ab- 

impfung auf Agarplatten, Ablesung des Wachstums auf den Agarplatien 
nach 24 Stunden. 





Rivanolkonzentration || Pu 53 | PH 62 











Die Tabelle IV zeigt Verstärkung der Rivanolwirkung durch Serum 
bei pu 5,3 und 6,2, Abschwächung bei Ppa 8,3. Erstere läßt sich natur- 
gemäß nur bei den stärkeren, letztere bei den niedrigen Rivanolkonzen- 
trationen beobachten. Der Versuch mit der Konzentration 1/18000 
wurde wiederholt und von der Bouillon auf Ascitesagar überimpft. 


Tabelle V. 


Einfluß von Serumzusatz bei relativ schwach verdünntem Rivanol. 
c = 1.000 Versuchsanordnung wie Tabelle IV. Abimpfung von den 
bebrüteten Bouillonkulturen auf Ascitesagar. Ablesung des Wachstums 
auf Ascitesagar nach 24 Stunden. 





Naci.. | +++ | +++ 
Serum . | +++ |(+) 5 Kol. 


| Para | Pass 
eer 

| 

| 

| 


— 














— — 
— 





Der Versuch mit der Konzentration !/,soooo? wurde wiederholt, 
in der ersten Reihe aber zu 3ccm Bouillon 2ccm NaCl, in der zweiten 
Reihe zu 3ccm Bouillon 2ccm Serum zugesetzt. 


154 E. Bloch u. Fr. Schiff: 


Tabelle VI. 


Einfluß von Serumzusatz bei starker Rivanolverdünnung. 
c = */15000 Wachstum auf Agar. 





A DPD E e  — 











Zum |  Pus3 mu | Puos | pen | Puss 
Nacl.. +++ 0 +++ | +++ +++ 1, 
Serum . | +++ +++ i +++ +++ | +++ 


| Die Resultate der beiden Versuche sind mit den in Tabelle IV 

mitgeteilten identisch. In den Kontrollen wurde kein Einfluß des 
Serums auf das Wachstum der Staphylokokken beobachtet. Wir 
glauben also berechtigt zu sein, den Einfluß des Serums auf die Rivanol- 
wirkung tatsächlich mit der Verschiebung der (H) zu erklären. Dann 
ist auch ohne weiteres die von Schnitzer und Rosenberg!) beobachtete 
Differenz bei Versuchen in vivo und in vitro verständlich. Bei Ein- 
spritzungen in die Gewebe kann Serum naturgemäß keine die (H`) 
verschiebende, also die Rivanolwirkung verstärkende Wirkung haben; 
dagegen kann das Serumeiweiß Rivanol binden und dadurch die 
Rivanolwirkung abschwächen. 

3. Rivanolwirkung und Oberflächenaktivität. Es war von Interesse, 
zu untersuchen, ob die Base und das Salz des Rivanols sich in ihrer 
Öberflächenaktivität ebenso voneinander unterscheiden, wie dies bei 
den Alkaloiden der Fall ist?). Es wurden Essigsäure- Acetatgemische 
verschiedener (H 1 hergestellt und zu je 10 ccm je 1 ccm einer Rivanol- 
lösung !/,ooo zugesetzt. Die Tropfenzahlen der Gemische wurden mit 
der Tropfpipette nach Rona und Michaelis bestimmt. 








Se | Tropfenzaht Tabelle VII. 
E 109 Tropfenzahl und py der Rivanollósung bei 
e or? Verwendung von Essigsäure - Acetatgemischen. 
7 108 


In einem zweiten Versuche wurde mit m/3 Phosphaten gearbeitet. 




















Tabelle VIII. 
Tropfenzahl und py der Rivanollösung bei Verwendung von Phosphat- 
gemischen. 
EN "eene eg des Lemtsches | Tropfenzabhl 
5ccm Rivanol * 099) + 10 ccm primäres Phosphat. ..... 
5 com Se » + 5ccm es Sie + 5 cem se- 
kundäres Phosphat . ................ 117 
5cem Rivanol *! ¿oy + 10ccm sekundáres Phosphat . ... 120 


1) Le 
2) Traube, Pflügers Arch. 128, 419, 1908 und diese Zeitschr. 54, 307, 
1913; Berrzeller und Csáki, diese Zeitschr. 58, 238, 1913. 
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Trotz der großen Differenzen der (H 1 zeigte sich also keine deut- 
iche Differenz der gemessenen Oberflichenspannungen. Der so häufig 
wobachtete Parallelismus zwischen pharmakologischer Aktivität und 
Überflächenaktivität läßt sich bei Rivanol nicht aufweisen. Dies ist 
von Bedeutung für die Allgemeingültigkeit von „Adsorptionstheorien‘“ 
der Giftwirkung. | 


Zusammenfassung. 

l. Die Wirkung von Rivanol auf Staphylokokken ist von der (H') 
des Gemisches abhängig. Mit steigendem Py steigt die Wirkung. 

2. Serumzusatz verstärkt die Rivanolwirkung bei py 5,3 und 6,2, 
shwächt die Rivanolwirkung ab bei py 8,3. Die Wirkung des Serums 
läßt sich durch Verschiebung der (H`) erklären. 

3. Die Oberflächenspannung von Rivanollösungen wird durch 
Varierung der (H`) nicht beeinflußt. 





Über die Hydrolyse der Eiweißstoffe mittels verdünnter Säuren. 


Von 


N. Zelinsky und W. Ssadikow. 
(Aus dem organisch-chemischen Laboratorium der Universität Moskau.) 


(Eingegangen am 15. März 1923.) 


Die Hydrolyse der Eiweißstoffe im Verdauungsapparat der Tiere 
repräsentiert bekanntlich einen dem Wesen nach katalytischen Prozeß. 
Uns interessierte die Frage nach den Möglichkeiten der Verwirklichung 
einer katalytischen Spaltung von Proteinstoffen mit rein chemischen 
Hilfsmitteln. 

Es handelte sich in erster Linie um die Auffindung eines passenden 
Katalysators, dessen Wirkung offenbar entscheidend ist, oder um die 
Abänderung der Einwirkungsbedingungen von Säuren oder Alkalien 
während der Hydrolyse. In beiden Fällen erschien es möglich, den 
Eintritt des Gleichgewichts zwischen dem Protein und seinen Spaltungs- 
produkten zu beschleunigen, indem das System Eiweiß —> Spaltungs- 
produkte vorwiegend aus letzteren besteht. Verdünnte Säuren und 
Alkalien können als Katalysatoren dienen, und es erscheint ihre 
Wirkung im Vergleich zu der von Fermenten besonders günstig. Bei 
starken Verdünnungen beschleunigen die Säuren an und für sich nur 
sehr langsam die Hydrolyse der Proteine, und selbst im Laufe von 
Monaten und Jahren kommt der Prozeß nicht zu seinem Abschluß. 

Da der Versuch der Durchführung des hydrolytischen Zerfalls 
der Proteine bei möglichst geringer Säuremenge aus verschiedenen 
Gründen von Interesse erschien, so entschlossen wir uns, die Frage 
eingehender zu untersuchen. 

Die übliche Methode der Eiweißhydrolyse besteht bekanntlich 
darin, daß man den betreffenden Eiweißstoff mit einem bedeutenden 
Überschuß konzentrierter Salzsäure (1,19) während 16 bis 24 Stunden 
und je nach der Natur des Proteins sogar noch länger behandelt, und 
zwar bis zum Verschwinden der Biuretreaktion. Bei der Einwirkung 
25- bis 30proz. Schwefelsäure ist ebenfalls andauerndes Kocheu er- 
forderlich, um vollständige Aufspaltung des Proteins zu erzielen. So 
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verfahren noch neuerdings E. Fischer, E. Abderhalden, T.. B. Osborne u. a. 
wi der Darstellung der Hydrolysate von verschiedenen Proteinstoffen. 
Diese Methode ist allgemein verbreitet; die Verwendung solch großer 
Säuremenge hat ihre bestimmten Gründe: die Eiweißstoffe geben 
namlich mit den Säuren in Wasser lösliche Säurealbuminate, während 
die Endprodukte der Hydrolyse — die Aminosäuren — ebenfalls lösliche 
Additionsverbindungen mit Mineralsäuren repräsentieren. So wird 
auch die herrschende Meinung erklärlich, daß die Hydrolyse sich nur 
bei Anwendung ganz bedeutender Säuremassen mit Erfolg durchführen 
läßt. Mißt man die Siedetemperatur der Lösungen von solchen Säure- 
albuminaten während ihrer Hydrolyse, so stellt es sich heraus, daß 
dieselbe 116 bis 118% beträgt und nach beiden Seiten Schwankungen 
ausgesetzt ist, die von der Konzentration der entstehenden sauren 
Lösung und der darin befindlichen Aminosäuren abhängig sind. 

In der Absicht, die hydrolytische Spaltung der Eiweißstoffe in 
Gegenwart sehr geringer Säuremengen durchzuführen, beschlossen wir 
zu untersuchen, welchen Einfluß die allmähliche Steigerung der Tem- 
peratur auf den Verlauf der Reaktion ausüben wird. Hierbei stellte 
sich heraus, daß schon geringe Temperaturerhöhungen ausreichen, um 
bedeutende Beschleunigung des Prozesses zu erzielen, d. h. daß der 
Temperaturkoeffizient dieser Reaktion sehr hoch ist. Hiermit war 
die Frage nach der Hydrolyse mittels verdünnter Säuren, aber bei höherer 
Temperatur, gelöst. Es genügt, irgend einen Eiweißstoff oder irgend 
ein Skleroprotein mit 4-, 2-, 1- oder sogar 0,5proz. Salzsäure auf 140 
bis 150% zu erwärmen, um je nach dem Charakter des Eiweißstoffs 
in kürzerer oder längerer Zeit (3 bis 6 Stunden) vollständige Hydrolyse 
und somit auch ein abiuretes Hydrolysat zu erzielen. 

Noch rascher geht die Hydrolyse bei 180° vor sich, so daß man 
im gegebenen Falle schon in 1 bis 3 Stunden zum Ziele kommt. Be- 
achtet man, daß mittels Salzsäure von so großer Verdünnung (0,5- 
bis 1proz) und in so kurzer Frist vollständige Hydrolyse eines Eiweiß- 
stoffes zu erzielen ist, so wird es klar, daß über den Mechanismus 
der Reaktion selbst keine Meinungsverschiedenheit bestehen kann: 
die hydrolytische Spaltung der Proteinsubstanzen ist eine katalytische 
Reaktion. Wir haben somit allen Grund, die großen Massen von Mineral- 
siuren bei der Eiweißhydrolyse zu vermeiden, um sich dafür der ver- 
dünnten Säuren zu bedienen, und zwar bei höherer Temperatur. 

Wir sehen somit, daß man bei einer Erhöhung der Temperatur 
um 100 bis 140° über die Temperatur des Tierkörpers und ohne gleich- 
zeitige und beständige Mitwirkung von Fermenten, lediglich nur in 
Gegenwart kleiner Mengen von Mineralsäure das gleiche Resultat 
erzielen kann. Die unter den von uns angegebenen Bedingungen durch- 
geführte Katalyse der Eiweißstoffe kann bei der Untersuchung der 
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chemischen Zusammensetzung ganzer Organismen angewandt werden. 
Die ganzen Tierkórper gehen in Lósung und geben hierbei ein Gemisch 
von Aminosáuren und anderen Verbindungen, die das Endprodukt 
der Spaltung sämtlicher Organe des Tierkórpers, sowie sämtlicher 
Proteinstoffe desselben darstellen. Alle Bestandteile gehen mit auf- 
fallender Leichtigkeit in Lösung, wobei an der Oberfläche die un- 
löslichen Produkte der Spaltung, wie die Fettsäuren, Fette, Chol- 
esterin usw. schwimmen. 

Bei stark entwickeltem Knochensystem des der Katalyse unter- 
worfenen Tieres müssen etwas größere Salzsäuremengen angewandt 
werden. In diesen Fällen genügt eine 4proz. Salzsäure; hierbei geht 
auch das Skelett größtenteils in Lösung, während ein geringer Rück- 
stand der unlöslichen Mineralbestandteile des Tierkörpers zurückbleibt. 

Ebenso wie man bei der Untersuchung irgend eines Mineral: 
dasselbe im zugeschmolzenen Rohre mit einem Überschuß von Schwefel- 
säure erwärmt, um das komplizierte Gebilde in einfachere Komponenten 
zu zerlegen und so die Analyse zu ermöglichen, gelangen wir auch 
hier bei erhöhter Temperatur, am besten im Autoklaven, zur Des- 
aggregierung des kompliziert zusammengesetzten Tierkörpers und zer- 
gliedern ihn in jene zahlreichen Bausteine organischen und anorga- 
nischen Charakters, die seinerzeit zum Aufbau der einzelnen Organe 
und des ganzen Tierkörpers dienten. 

Die Untersuchung dieses Gemisches von Verbindungen, die bei 
solcher Spaltung ganzer Organismen entstehen, erscheint von hohem 
Interesse; aber gleichzeitig ist zu bemerken, daß die Isolierung ein- 
zelner, oft nur in geringer Menge auftretender chemischer Individuen 
aus diesem Gemische mit großen Schwierigkeiten verbunden ist. 

Wir überzeugten uns ferner, daß die vollständige Hydrolyse der 
Eiweißstoffe auch mittels Ameisensäure ausgeführt werden kann, 
welche letztere in größeren Konzentrationen anzuwenden ist. Eine 
lOproz. Ameisensäure spaltet beim Erwärmen im Autoklaven auf 
180° Stoffe wie Horn, Federn, Kollagen, Cacein, Pferdeblutfibrin. 
Eialbumin erscheint hierbei widerstandsfähiger, denn selbst nach 
sechsstündiger Erwärmung weist die Lösung noch eine schwache 
Biuretreaktion auf, und nicht alles geht in Lösung. Erst bei Anwendung 
einer 50proz. Ameisensäurelösung kann bei der angegebenen Tempe- 
ratur vollständige Lösung der Produkte der Hydrolyse erzielt werden. 

Auch Essigsäure kann zur Hydrolyse, z. B. von Gelatine, benutzt 
werden, aber die mittels Ameisensäure in 3 Stunden erzielte Hydro- 
lysationsstufe wird hier erst nach 6 Stunden erzielt. | 

Die Hydrolyse im Autoklaven mittels verdünnter Säuren hat 
noch einen Vorzug: die gewonnenen Hydrolysate sind vollkommen 
durchsichtig oder nur schwach gelb gefärbt. Die Bildung von Humin- 
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substanzen findet hier nicht statt, während unter der Wirkung über- 
s»hüssiger konzentrierter Säuren die Hydrolysate stets sehr dunkel 
zefärbt sind und ein Niederschlag von schwarzen Zersetzungsprodukten 
ausfällt. Unsere Arbeitsmethode ist von solchen Nebenprozessen frei. 
Nur die Hydrolysate ganzer Organismen sind schwach dunkel gefärbt 
ınd hinterlassen nach der Behandlung mit Äther einen Rückstand 
mit einem Stich ins Braune, welcher aus organischer Substanz vor- 
herrschend mit Mineralstoffen besteht. Diese organische Substanz 
repräsentiert offenbar das Zersetzungsprodukt der Kohlehydratgruppe 
der Proteine des Organismus. 


Im folgenden seien einige Beispiele der Hydrolyse von ganzen 
¡ganismen angeführt: 


l. Eine Maus von 15 g Gewicht wurde im Autoklaven mit 150 ccm 1 proz. 
Salzsäure bis auf 174% im Laufe von 2,5 Stunden erwärmt. Die Fettsäuren 
„wie weitere unlösliche Spaltungsprodukte werden mit Äther extrahiert; 
der trockene Rückstand von organischen und Mineralsubstanzen wog 0,242 
und hinterließ nach dem Glühen 0,1466 g Asche. Alle übrigen Spaltprodukte 
les Tierkörpers blieben in Lösung. Bedient man sich hierbei 10proz. 
Ameisensäure und erwärmt 3 Stunden bis auf 180°, so beträgt das Gewicht 
des organisch-mineralischen Rückstandes nach der Behandlung mit Äther 
nur 0,0036 g. Den Grund der eben erwähnten Differenz im Gewicht des 
Rückstandes sollen weitere Versuche klarlegen. 

2. Ein Meerschweinchen von 543,5 g Gewicht wurde in Gegenwart von 
1000 cera 1,5proz. Salzsäure bei 180% im Laufe von 3 Stunden hydrolysiert. 
Der unlösliche Rückstand wurde mit Petroläther extrahiert; nach der 
\erdampfung desselben hinterblieben 43,2 g (Fett, Fettsäuren, Cholesterin). 
Dies alles wurde mit Alkali unter Erwärmen behandelt, und zwar behufs 
Verseifung etwa vorhandenen Fettes; aus der alkalischen Lösung wurden 
die Säuren ausgeschieden und in Vakuum úberdestilliert. Es resultierten 
(ag Fettsäuren, die völlig farblos waren und zu einer kristallinischen 
Masse erstarrten. 

3. Kaninchen, 1899,5 g, Wasser (2000 g) und 120 ccm Salzsäure (1,19); 
Erwärmung 3 Stunden bis 180°. Vollständige Auflösung der Proteinmassen 
des Organismus und im übrigen das bereits oben beschriebene Bild. 

4. Katze, 4068 g; die Autoklavenhydrolyse wurde mittels 2000 ccm 
I35proz. Salzsäure im Laufe von 6 Stunden ausgeführt. Der unlösliche 
Rückstand ergab nach dem Erschöpfen mit Äther 335 g organischer Sub- 
stanzen, d. h. 8,7 % vom Körpergewicht des Tieres. Der in Äther unlósliche 
Teil betrug 35 g, von denen 15 g in Methylakohol löslich waren, wobei 
auch eine gewisse Menge der Aschenbestandteile mit aufgenommen wurde, 
sährend die rückständigen 20 g Mineralsubstanzen in Alkohol unlöslich 
waren. 

Der ätherische Auszug wurde mit 900 ccm 10proz. Kalilauge verseift; 
die resultierende Masse erstarrt zu einer in Alkohol schwer löslichen Gallerte, 
die aber auf Zusatz von Wasser ganz in Lösung geht. Nach Ansäuerung 
wurden die organischen Säuren und andere Verbindungen in Äther auf- 
nommen und nach Entfernung des letzteren im Hochvakuum (1 mm) 
destilliert. Ins Destillat ging bei 270 bis 310% fast der ganze Kolben- 
mhalt über, wobei er zu einer kristallinischen. Masse erstarrte. 
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Wir unterwarfen der Hydrolyse auch andere Organismen: Frösche, 
Fische, sowie einzelne Tierorgane, z. B. das Herz eines Kalbes, und erzielten 
stets dasselbe Resultat, nämlich vollständige Spaltung der Proteinmassen. 

Die Anwendung verdünnter Säuren bei der Hydrolyse von Eiweiß- 
stoffen verspricht in Zukunft, und namentlich nach eingehender Unter- 
suchung, neues Material zu geben, welches für die Chemie der Proteine 
von Nutzen sein kann. Solche Hydrolysate enthalten, wie wir uns 
überzeugten, unter den Spaltprodukten außer Aminosäuren auch 
Polypeptidformen, sowie eine bedeutende Menge verschiedener Anh ydride 
(Diketopiperacine). 

Zuletzt möchten wir noch darauf aufmerksam machen, daß die 
nach unserer Methode gewonnenen Hydrolysate von ganzen Organismen 
einen der vollwertigsten Nährboden für Mikroorganismen repräsentieren, 
so daß sie auch für die Methodik der bakteriologischen Forschung von 
Bedeutung sein können. 


Beiträge zur Kenntnis 
der physiologischen Wirkung der proteinogenen Amine. 


VIT. Mitteilung. 


Uber den Einfluß des Dijodtyrosins, des Dijodtyramins und des Hordenins 
auf den Gaswechsel. 


Von 
J. Abelin. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Bern.) 
(Eingegangen am 16. März 1923.) 
Mit 5 Tabellen im Text. 


In früheren Mitteilungen wurde berichtet, daß Dijodtyrosin und 
Dijodtyramin die Metamorphose von Froschlarven in ähnlicher Weise 
wie die Schilddrüsenstoffe beschleunigen). Es lag nun die Veranlassung 
nahe, zu prüfen, ob diese Stoffe auch die anderen charakteristischen 
Thyreoideawirkungen besitzen, in erster Linie den Einfluß auf den 
Stoffwechsel des Warmblüters. Versuche an Ratten nach der Methode 
von Haldane haben ergeben, daB im Gegensatz zu den Schilddrüsen- 
stoffen weder Dijodtyramin noch Dijodtyrosin den Gaswechsel der 
Tiere erhöhen. Eine Gegenüberstellung der Wirkung des Tyramins, 
des Dijodtyramins und des Dijodtyrosins ergibt nun folgendes Bild. 
Tyramin, subkutan einverleibt, erhöht den Stoffwechsel des Warm- 
blüters, übt aber auf die Metamorphose der Froschlarven eine relativ 
geringe Wirkung aus. Dijodtyramin und Dijodtyrosin beschleunigen 
die Larvenumbildung, sind aber ohne Einfluß auf den Gaswechsel. 
Mit anderen Worten, die Jodierung hat die beschleunigende Wirkung 
des Tyramins auf die Umbildung der Amphibienlarven verstärkt, die 
Wirkung auf den Stoffwechsel aber aufgehoben. Letztere Tatsache ist 
nicht ohne Interesse. Dijodtyramin hat im Gegensatz zum Tyramin 
eine sehr viel geringere sympathomimetische Wirkung, und darauf ist 
wahrscheinlich seine Wirkungslosigkeit im Stoffwechselversuch zurück- 
zuführen. Dieser Befund liefert einen weiteren Anhaltspunkt für die 
engen Beziehungen zwischen der Stoffwechselwirkung und der vegetativ 
erregenden Funktion einer Substanz (vgl. Mitt. V). 





ı) Diese Zeitschr. 102, 1920; 116, 1921; Pflügers Archiv 198, 151. 
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Man ersieht nun wieder, wie kompliziert und mannigfach die 
Schilddrüsenwirkungen sind und wie schwierig es ist, all diese Wir- 
kungen in einem einzigen, einfach gebauten Stoff zu vereinigen. Auch 
mit dem Thyroxin von Kendall sollen sich nicht alle Schilddrüsen- 
wirkungen erzielen lassen. Und die Gesamtleistung der Nebenniere 
ist auch nicht nur an das Adrenalin geknüpft. 


Versuche mit Dijodtyramin und Dijodtyrosin. 


Da Dijodtyramin in höheren Konzentrationen giftig wirkt, so wurde 
zuerst die Wirkung kleinerer Mengen dieses Stoffes studiert. Das Präparat 
wurde subkutan einverleibt. Wie Tabelle I zeigt, ließ sich keine Erhöhung 
des Gaswechsels feststellen. Der Mittelwert der Normalperiode beträgt 2,70g 
CO, und 2,60g O, pro Kilo und Stunde. Nach mehrmaliger Injektion von Di- 
jodtyramin betragen die Werte 2,83 g CO, und 2,67 g O,, also praktisch 
keine Veränderung. Erwähnenswert ist die einmalige ziemlich beträchtliche 
Zunahme des Gaswechsels einige Zeit nach Injektion von 20 mg Dijod- 
tyramin (vgl. Versuch Nr. 734). Diese Erhöhung klang aber rasch ab, und 
nach 2 Tagen finden wir den Gaswechsel auf der ursprünglichen Höhe. 

In den Versuchen Nr. 736 bis 753 wurde die Wirkung des Dijodtvr- 
amins bei der Eingabe per os studiert. Es konnten dabei erheblich größere 
Mengen des Präparats einverleibt werden. Eine Erhöhung des Gaswechsels 
trat nicht ein. Es läßt sich sogar im Gegenteil eine gewisse Senkung der 
Kohlensäureausscheidung und des Sauerstoffverbrauches feststellen. 
Man findet diese Erscheinung nicht selten bei länger dauernder Eingabe 
vieler organischer Jodverbindungen. Auch die Abnahme des Körper- 
gewichts, die einer Erhöhung des Gaswechsels parallel geht, fehlt in diesem 
Versuch. 

Mit Dijodtyrosin wurden ebenfalls zwei Versuchsserien ausgeführt, 
die ein übereinstimmendes Resultat ergeben haben. Die Mittelwerte 
der Normalperioden und der Versuchsperioden bleiben auf gleicher Höhe. 
In Tabelle III finden wir als Mittelwert der Normalperiode eine Kohlen- 
sáureausscheidung von 3,14 g und einen O,-Verbrauch von 3,03 g pro Kilo 
und Stunde. Nach mehrmaliger Darreichung von Dijodtyrosin betragen 
die Mittelwerte 3,02 g CO, und 2,97 g O,, also, kein nennenswerter Unter- 
schied. Auch die Mittelwerte der Normal- und der Dijodtyrosinperiode 
der Tabelle IV sind übereinstimmend: 3,07 g CO, und 2,95 g O, pro Kilo 
und Stunde, 3,04 g CO, und 2,95 g O, pro Kilo und Stunde. 


Versuche mit Hordenin. 


Dem Tyramin chemisch nahe verwandt ist das Hordenin, ein an der 
Aminogruppe zweifach methyliertes Tyramin: 


HO.C,H,.CH,.CH,.N(CH,). 


In der V. Mitteilung (diese Zeitschr. 129, 22) wurde berichtet, daß 
man bei peroraler Zufuhr geringer Mengen von Tyramin und Phenyläthyl- 
amin eine Erniedrigung des Gaswechsels erzielen kann. Auch für das 
Adrenalin konnte dort festgestellt werden, daß es je nach der Darreichungs- 
weise den Stoffwechsel verschieden beeinflußt. Bei subkutaner Injektion 
tritt eine starke Erhöhung, bei peroraler Zufuhr dagegen eine Senkung des 
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Proteinogene Amine. VII. 
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Gaswechsels ein. In den Versuchen 785 bis 796 wurde Hordeninsulfat 
zum größten Teil per os eingegeben, nur gegen Ende des Versuches wurde 
es zweimal eingespritzt. Die bekannten Erscheinungen der Sympathicus- 
reizung waren nach Hordeninzufuhr viel schwächer als nach Tyramin- 
einverleibung. Vergleicht man die Mittelwerte der Normal- und der Hordenin- 
periode, so findet man in letzterer eine gewisse Herabsetzung des Gaswechsels: 
Mittelwert der Normalperiode 3,50 g CO, und 3,37 g O, pro Kilo und Stunde, 

= »» Hordeninperiode 3,16 gC O, und 3,12g O, pro Kilo und Stunde. 

Der Unterschied wird noch deutlicher, wenn man die Zahlen zu Beginn 
und gegen Ende des Versuches miteinander vergleicht. Man sieht aus den 
Versuchen 792, 794, 795, 796, daß es sich nach Hordeninzufuhr um recht 
beträchtliche Abnahmen der CO,-Ausscheidung und des O,-Verbrauches 
handelt. 


Zusammenfassung. 

Dijodtyramin und Dijodiyrosin haben keinen EinfluB auf den 
saswechsel und zeigen auch im Gegensatz zum Tyramın eine sehr 
geringe sympathomimetische Wirkung. 

Die perorale Zufuhr von Hordenin (o-Dimethyltyramin) rief eine 
Abnahme des Gaswechsels hervor. Ähnlich wirkte in früheren Ver- 
suchen die perorale Eingabe von Adrenalin oder von kleineren Mengen 
Tyramin und Phenyläthylamin. 


Über das Verhalten 
der wirksamen Schilddrüsenstoffe im tierischen Organismus. 


Von 


J. Abelin. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitát Bern.) 
(Eingegangen am 16. März 1923.) 


Mit wenigen Ausnahmen erleiden die meisten aufgenommenen 
Stoffe innerhalb des tierischen Organismus vielseitige chemische Ver- 
änderungen. Der chemische Eingriff in das ursprüngliche Molekül 
kann in zahlreichen Fällen so weit gehen, daß der Ausgangsstoff und 
das Endprodukt vollständig verschieden konstituiert sind. Als Beispiel 
möge der Übergang der Kohlehydrate und Fette in CO, und H,O 
oder die Umbildung von Eiweiß in Harnstoff dienen. Bei einer großen 
Reihe von Verbindungen geht die chemische Umwandlung nicht so 
weit. So finden wir z. B. bei den Verbindungen der zyklischen Reihe 
häufig nur relativ geringe Veränderungen. Hier begnügt sich der 
Organismus oft mit der Einführung oder dagegen der Abspaltung 
dieser oder jener, meistens endständigen Atomgruppierung. Das aus- 
geschiedene Endprodukt läßt dann noch seine nahe chemische Ver- 
wandtschaft zum ursprünglichen Molekül erkennen. Wir besitzen 
eine große Reihe von Beobachtungen, die uns vielfach gestatten, die 
Veränderungen, welche eine bekannte chemische Verbindung im Orga- 
nismus erfahren wird, vorauszusagen. Auch umgekehrt kann man 
manchmal aus der Natur des in den Ausscheidungen aufgetretenen 
Endproduktes auf die Natur des umgewandelten Stoffes schließen. 
Das Studium der im Organismus stattgefundenen Umwandlungen 
kann daher besonders bei Stoffen mit unbekannter chemischer Kon- 
stitution, wie z. B. bei vielen innersekretorischen Produkten, von 
besonderem Interesse sein. Die Zahl der in dieser Richtung durch- 
geführten Untersuchungen ist leider nicht groß. Was z. B. im Orga- 
nismus aus den eingeführten oder aus den normalerweise im Körper 
selbst gebildeten Schilddrüsenstoffen wird, wo und wie sie abgebaut 
oder abgelagert werden, wissen wir nur unvollständig. Untersuchungen 
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dieser Art werden in erster Linie dadurch erschwert, daß uns die che- 
mische Konstitution der Schilddrüsenstoffe unbekannt ist. Außerdem 
besaßen wir bis zuletzt gar keine Methoden, um ganz geringe Schild- 
drüsenmengen\einwandfrei nachzuweisen. Erst vor relativ kurzer Zeit 
fand die Gudernatsche Reaktion allgemeine Verbreitung. Sie ist in 
der Tat sehr empfindlich und läßt selbst Mengen von 1: 100000 deutlich 
erkennen. Es schien mir daher gerade diese Reaktion für die Ver- 
folgung des Schicksals der Thyreoideastoffe im Organismus geeignet 
zu sein. Die Versuchsanordnung war folgende. Weiße Ratten wurden 
mit größeren Mengen von Schilddrüsentabletten Burroughs Wellcome 
gefüttert. Kontrollratten erhielten Jodkaliumlösung, zum Teil sub- 
kutan, zum Teil per os. Nach 8 Tage langer Fütterung wurden die 
Tiere durch Köpfen getötet. Das Blut wurde defibriniert und samt 
dem Fibringerinnsel bei 30% getrocknet. Unmittelbar nach dem Tode 
wurden Leber, Milz, Niere, Gehirn herausgenommen, zerkleinert und 
ebenfalls bei 30° getrocknet. Die trockenen Organe sowie das Blut 
wurden Froschlarven verfüttert. | 

Während der Fütterung mit Schilddrüse wurde in einigen Ver- 
suchen auch der Harn der Tiere täglich gesammelt und auf seinen 
Gehalt an wirksamen Schilddrüsenabbauprodukten an Froschlarven 
geprüft. Der nähere Verlauf der Versuche geht aus nachfolgenden 
Protokollen hervor. 


versuche mit Schilddrüsenfütterung. 
I. 
Zu den Versuchen dienten drei weiße Ratten; jedes dieser Tiere erhielt am 


4. Mai 1921 0,324g Thyroid Wellcome per os 
6. ,, 1921 0,48g va a TT 
7. ,, 1921 0,64 g e Se TET 
9. ,, 1921 0,80g » T o on 
10. ,, 1921 0,80 g x 1 TET 
ll. , 1921 0,80g e » ve en 


Im Laufe einer Woche wurden also jedem Tier insgesamt 3,84 g eines 
der wirksamsten Schilddrüsenpräparate verfüttert. Am 13. Mai morgens 
werden die drei Ratten durch Köpfen getötet. Das Blut jeder Ratte wird 
defibriniert und bei 30° getrocknet. Auch die Leber, die Milz, das Gehirn 
wurden bei 30° getrocknet. 

Zu den Froschlarvenversuchen dienten Serien von je sechs Eskulenta- 
larven. | 

Verfütterung des Blutes der mit Schilddrüse behandelten Ratten. 

Fütterungsdauer: 14 Tage, Beobachtungsdauer: 3 Wochen. Es trat keine 
schilddrüsenähnliche Wirkung ein: die Kaulquappen blieben im larvalen 
Stadium und zeigten geringe Unterschiede gegenüber den Kontrollarven. 

Verfütterung der Leber der mit Schilddrüse behandelten Ratten. 

Fütterungsdauer: 14 Tage, Dauer der Beobachtung: 3 Wochen. Keine 
Metamorphose. 
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Mit dem gleichen Lebermaterial wurden Eskulentalarven auch im Jahre 
1922 behandelt. Der Versuch begann am 28. Juni 1922. Fütterungstage: 
28. und 30. Juni, 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8., 9., 10., 11., 12. Juli. Keine Schild- 
drūsen wirkung. 


Milz. Sechs Eskulentalarven. Fútterungstage: 28. und 30. Juni, 2., 3., 
4, 5., 6., 7., 8., 9., 10. Juli 1922. Keine Metamorphose, typische Larven. 


Gehirn. Sechs Eskulentalarven. Fútterungstage: 28. und 30. Juni, 
2, 3., 4., 5., 6., 7., 8, 9, 10. Juli 1922. Keine schilddrüsenähnliche 
Wirkung, keine Metamorphose. 


11. 


Im Sornmer 1922 wurde der Fütterungsversuch mit Schilddrüse wieder- 
holt. Fine männliche weiße Ratte, die 110 g wog, erhielt am 


11. Juli 1922 0,324g Thyroid Gland Wellcome 
12. ,, 1922 0,324g ,, e 5 
13. ,, 1922 0,400g ,, e 5 
14. ,, 1922 0,480g ,, i > 
15. ,, 1922 0,324g , da SS 
16. ,, 1922 0,4880g  ,, i o 
17. ,, 1922 0,640g ,„ e re 


Insgesamt erhielt das Tier im Laufe einer Woche 3,0 g Thyroid Gland. 
Die üblichen Symptome der Schilddrüsendarreichung (Abmagerung, 
vermehrte Harnabsonderung, größere Lebhaftigkeit) waren in diesem Falle 
sehr ausgesprochen. 


Während der Schilddrüsenfütterung wurde die Tagesmenge des Harns 
gesammelt und den Froschlarven zugesetzt. Bei dieser Harnprüfung mußte 
vermieden werden, daß etwa Futterreste, die mit dem Schilddrüsenpräparat 
verrnengt waren, in die Harnschale kommen. Es wurde daher so verfahren, 
daß die Ratte das Futter + Schilddrüse in einem besonderen Käfig erhielt 
und erst darauf in den Käfig mit der darunter befindlichen Harnschale kam. 


Prüfung des Harns der mit Schilddrüse gefütterten Ratte. 

Zu dem Versuche dienten acht Eskulentalarven, die sich in einem 
Giasgefäß mit 250 ccm Wasser befanden. Dem Wasser, das täglich erneuert 
wurde, wurde dann der Harn vom 11., 12., 13., 14., 15., 17. Juli zugesetzt. 
Die Tiere wurden bis zum 15. August beobachtet, es trat keine Meta- 
morphose ein. 

Am 18. Juli wird das Tier durch Köpfen getötet. Das Blut wird defi- 
briniert und bei 30° getrocknet. Leber, Milz und Niere werden zerkleinert 
und ebenfalls bei 30° getrocknet. 


Prüfung des Blutes. Sechs Eskulentalarven wurden in ein Gefäß mit 
200 ccm Wasser gebracht und dem Wasser am 18., 19., 21., 24., 27., 29. Juli, 
2., 4., 8. und 11. August kleine Mengen des getrockneten Blutes zugesetzt. 
Die Metamorphose trat nicht ein. Es konnte aber eine auffallende Erscheinung 
festgestellt werden, die darin bestand, daß sich die Haut vom Körper 
trennte. Die Tiere befanden sich in einem, man möchte sagen Auflösungs- 
stadium; im Gefäß schwammen einzelne ziemlich dicke Gewebsfetzen 
herum. Am 4. August waren drei Tiere tot, am 15. August starben die 
übrigen Tiere. Bei der Verfütterung des Blutes anderer mit Schilddrüse 
gefütterter Ratten konnte diese Erscheinung nicht beobachtet werden. 
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Prüfung der Leber. Acht Eskulentalarven. Fütterungstage mit Leber: 
18., 19., 21., 24., 27., 29. Juli, 2., 4., 8. und 11. August. Am 4. August stirbt 
ein Tier, am 11. August sterben noch zwei Tiere. Eine Metamorphose konnte 
nicht festgestellt werden. 

Prüfung der Milz. Sechs Eskulentalarven, 200 ccm Wasser. Die ge- 
trocknete Milz wurde den Larven am folgenden Tagen verfüttert: am 
18., 19., 21., 24. Juli. Die Tiere wurden noch bis zum 15 August beobachtet, 
es war keine Metamorphose festzustellen. 

Prüfung der Niere. Acht Eskulentalarven, 250 ccm Wasser. Das 
trockene Nierenpulver wurde zugesetzt am: 18., 19., 21., 24., 27., 29. Juli, 
2., 4. und 8. August. Die Tiere wurden bis zum 15. August beobachtet, 
es trat keine Metamorphose ein. 


Versuehe mit Jodkalium. 

Dieser Versuch dient als Kontrolle zu dem Schilddrüsenfütterungs- 
versuch vom Mai 1921. Diese Ratte erhielt täglich ebensoviel Jod in Form 
von Jodkalium, wie die andere Ratte in Form von Schilddrüse. Es wurden 
einverleibt am 


4. Mai 1921 20mg KJ per os (= 0,015 g J) 
6. „ 1921 40 — an  » (= 0,030 g J) 
3. o 1921 30 ap o p s (= 0,022 g J) 
H e 1921 30, e 5 (= 0,022 J) 
10. „ 1921 30, un an (= 0,022 g J) 
Il; uge 1921 405, „ọn 35 (= 0,030 g J) 
12. „ 1921 60., č ,„ 3 (= 0,045 g J) 
13. , 1921 80 „n e 3% (= 0,060g J). 


Insgesamt erhielt das Tier 0,330g KJ, entsprechend 0,233g Jod. 
Am 14. Mai wird das Tier getötet. Blut, Leber und Milz werden bei 30 
getrocknet. Sowohl das Blut wie die Leber wurden im Laufe des Sommers 
1921 Eskulentalarven verfüttert. Jede Serie wurde 3 Wochen lang beob- 
achtet, es trat keine Metamorphose ein. Im Sommer 1922 wurden die 
Fütterungsversuche wiederholt. Zu den Versuchen dienten drei Serien 
von je sechs Eskulentalarven. Die eine Serie erhielt das Blut, die zweite 
die Leber und die dritte die Milz. Die einzelnen Präparate wurden an folgen- 
den Tagen verfüttert: am 28. und am 30. Juni, am 2., 4., 5., 7., 9., 11. und 
12. Juli 1922. In allen drei Serien war eine schilddrüsenähnliche Wirkung 
nicht festzustellen. Die alleımeisten Tiere hatten am Schlusse des Versuches 
(14. Juli) noch ein typisches larvales Aussehen. Nur zwei der mit der 
Leber gefütterten Larven haben metamorphosiert, aber in vollkommen 
normaler Weise: die Tiere hatten noch einen langen Schwanz, die Vorder- 
beinchen waren gut ausgebildet, die Abmagerung war auch nicht abnorm, 
während bekanntlich unter dem Einflusse von Schilddrüse die Larven- 
umbildung ganz anders verläuft: der Schwanz wird vorerst resorbiert, 
die Vorderbeinchen sind meist sehr zart usw. 


Jodbestimmung in der Leber. Da das gesamte getrocknete Lebermaterial 
den Kaulquappen verfüttert wurde, mußten die Jodbestimmungen an den 
Lebern anderer Ratton ausgeführt werden. Eine Ratte erhielt im Laufe 
von 7 Tagen 0,530 g Schilddrüsentabletten von Borroughs Wellcome, ent- 
sprechend 26,5 mg Jod. In der Leber konnte nach der Methode von Bau- 
mann kein Jod nachgewiesen werden. Eine andere Ratte erhielt im Laufe 


un 
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ve Y Tagen 0,65 g Schilddriisentabletten, entsprechend 32,5 mg Jod. Die 
leber war jodfrei. (Die Jodbestimmungen erfolgten nach der Methode 
von Baumann). 

Das Ergebnis all dieser Versuche ist also eindeutig und überein- 
simmend: weder das Blut noch die Organe oder der Harn von mit Schild- 
drüse oder mit Jodkalium gefütterten Ratten vermögen die Metamorphose 
der Froschlarven zu beeinflussen. 

Wir müssen uns vorerst fragen, welche Schilddrüsenstoffe wir 
mit Hilfe der Gudernatschen Reaktion nachweisen. Untersuchungen 
verschiedener Forscher, sowie eigene langjährige Beobachtungen 
:prechen dafür, daß die beschleunigte Metamorphose der Froschlarven 
durch den jodhaltigen Bestandteil der Schilddrüse ausgelöst wird. Es 
ist mir bis jetzt kein jodfreier Körper bekannt, der auf die Kaulquappen- 
netamorphose ebenso wie die Schilddrüsenstoffe wirkt. Nur Herzfeld 
und Klinger!) geben an, daß in ihren Versuchen auch solche Schild- 
drisenextrakte, in welchen auf chemischem Wege kein Jod nach- 
gewiesen werden konnte, die Umwandlung der Froschlarven zu be- 
shleunigen vermochten. Es muß aber berücksichtigt werden, daß 
die Gudernatsche biologische Methode bedeutend empfindlicher ist als 
dierein chemischen Jodbestimmungen. Es liegt daher meines Erachtens 
vollkommen im Bereiche der Möglichkeit, daß Schilddrüsenauszüge, 
in welchen mit Hilfe von chemischen Methoden kein Jod nachzuweisen 
ist, doch so viel organisch gebundenes Jod enthalten können, um die 
Umbildung der Froschlarven zu beeinflussen. Es würde sich hier, 
kurz gesagt, um eine Unterschiedsempfindlichkeit zweier Reaktionen 
handeln, wobei, wie so oft, die biologische Reaktion die empfindlichere 
ist. Solange daher keine weiteren Beweise für die Wirksamkeit jodfreier 
Schilddrüsenfraktionen erbracht werden, müssen wir annehmen, daß 
die jodhaltigen Schilddrüsenbestandteile die Träger der Gudernatschen 
Reaktion sind. Die Bedeutung des Jods geht wohl am deutlichsten 
aus der neuerdings festgestellten Tatsache hervor, daß es gelingt, 
durch subkutane Injektionen von Lugolscher Lösung beim Axolotl 
eine typische Metamorphose zu erzeugen (J. Abelin und N. Schein- 
linkel, Pflügers Arch. 198, 151). 


Ich habe wochen- und monatelang Normalserum verschiedener 
Tiere Froschlarven verfüttert, ohne irgend ein Zeichen einer schilddrüsen- 
ähnlichen Wirkung gesehen zu haben. Das normale Blut soll nach 
den Untersuchungen von Blum und Grützner?) kein organisch ge- 
bundenes Jod enthalten. Wir sehen aber, daß es, selbst bei Zufuhr 
großer Mengen hochwirksamer Schilddrüsensubstanz, nicht gelingt, die 





1) E. Herzfeld und R. Klinger. Schweiz. med. Wochenschr. 1920, S. 27. 
2) F. Blum und R. Grützner, Zeitschr. f. phys. Chem. 91, 450, 1914. 
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jodhaltigen, die Larvenumbildung beeinflussenden Stoffe im Blute 
aufzufinden. 

Die Beobachtungen an den Froschlarven stehen mit den Aceto- 
nitrilversuchen von Lussky!) in gutem Einklang. Lussky fütterte 
Mäuse mit Blut von Menschen und Tieren, welche längere Zeit hindurch 
getrocknete Schilddrüse erhielten. Die Mäuse zeigten keine Resistenz- 
erhöhung gegenüber Acetonitril. 

Zu erwähnen ist noch, daß Eiger?) mit dem Plasma von mit Schild- 
drüse gefütterten Ratten eine Verstärkung der vasokonstriktorischen 
Adrenalinwirkung erzielen konnte. Ob es sich dabei um die gleichen 
Stoffe handelt, welche an der Froschlarvenmetamorphose oder an der 
Acetonitrilreaktion beteiligt sind oder nicht, läßt sich nicht sagen. 

Die Befunde der vorliegenden Arbeit führen noch zu folgender 
Fragestellung: Nach Verfütterung von relativ so großen Mengen 
eines unserer wirksamsten Schilddrüsenpräparate (Tabletten von 
Burroughs Wellcome) war die Schilddrüsenwirkung bei den Ratten 
(auf Stoffwechsel, Harnabsonderung usw.) sehr deutlich ausgesprochen. 
Der Schilddrisenstoff ließ sich aber mit der allerfeinsten biologischen 
Methode weder in den Körperflüssigkeiten, noch in den Körperorganen 
nachweisen. Wie ist dies zu erklären ? Besteht überhaupt im Organismus 
eine direkte Beziehung zwischen der Menge der zirkulierenden Schild- 
drüsenstoffe und der Intensität der Schilddrüsenwirkung ? Diese Frage 
gilt natürlich nicht nur für die Schilddrüsenprodukte, sondern auch 
für die Wirkung sehr vieler Verbindungen. Sie läßt sich auch nicht 
einheitlich beantworten. Es gibt Fälle, wo die Wirkung an die An- 
wesenheit des fraglichen Stoffes gebunden ist. Ein typisches Beispiel 
ist die Narkose. Andererseits sind Vorgänge bekannt, wo auch nach 
dem Verschwinden des wirksamen Moleküls die Wirkung noch lange 
bestehen bleibt. Hier könnte man als eines der Beispiele die wirk- 
. samen Schilddrüsenstoffe anführen. Verfüttern wir einem Tiere selbst 
größere Mengen von Schilddrüse, so tritt die Stoffwechselwirkung 
erst mehrere Tage nach dem Beginn der Darreichung auf. Der Stoff 
war also da, der Effekt aber noch nicht. Umgekehrt: hören wir mit 
der Schilddrüsenzufuhr auf, so bleibt der erhöhte Stoffumsatz noch 
wochenlang bestehen3). Man könnte in diesen Fällen denken, die zu- 
geführten Schilddrüsenpräparate wirken auf die Thyreoidea des Tieres. 
Die Schilddrüse könnte durch die Präparate angeregt werden und 
dann lange Zeit hindurch fortfahren, das Sekret in erhöhter Menge 
zu liefern. Dies Argument ist aber kaum stichhaltig, denn die Schild- 


1) H. O. Lussky, Amer: Journ. of Phys. 80, 63, 1912; vgl. Biedl, Innere 
Sekretion, 3. Aufl., 1916, Teil 1, S. 320. 

2) M. Eiger, Zeitschr. f. Biol. 67, 264. 1917. 

3) Vgl. J. Abelin, diese Zeitschr. 101, 197. 
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drüsenprodukte erweisen sich auch am schilddrüsenlosen Tiere sehr 
wirksam, oft noch wirksamer als am Normaltiere. Wir dürfen daher 
annehmen, daß wir bei den Schilddrüsenstoffen zum Teil mit un- 
millebbaren, zum großen Teil aber auch mit maittelbaren, nicht jeweils 
an das Vorhandensein des Moleküls selbst geknüpften Wirkungen zu 
tun haben (Wirkung auf das Nervensystem, Muskeltonus usw.). Und 
bei den vielen Methoden, die zum Nachweis der wirksamen Schilddrüsen- 
sıbstanzen benutzt werden, muß man sich daher fragen, ob wir jeweils 
den Schilddrisenstoff oder die Schilddrüsenwirkung nachweisen. Eine 
Identifizierung dieser beiden Begriffe scheint mir gerade bei der Schild- 
drúsenfrage gefährlich zu sein. Sind doch all die gebräuchlichen Me- 
thoden biologischer und nicht chemischer Natur! 


Zusammenfassung. 


Weiße Ratten wurden 1 Woche lang mit größeren Mengen hoch- 
wirksamer Schilddrüsenpräparate gefüttert. Weder im Blute, noch 
in den Organen (Leber, Milz, Niere, Gehirn) oder im Harn dieser ` 
Tiere lieBen sich diejenigen Schilddrüsenbestandteile auffinden, welche 
normalerweise die beschleunigte Metamorphose von Froschlarven hervor- 
rufen. In der Leber von mit Schilddrüse gefütterten Ratten ließ sich 
kein Jod nachweisen. 





Adsorption und Arzneimittel - Verteilung im Organismus. 


Von 
E. Keeser. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitát Berlin.) 
(Eingegangen am 19. März 1923.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei der elektropolaren Adsorption besitzen das Adsorbens und 
das Adsorbendum den Charakter einer Base oder Säure. Ist das Ad- 
sorbens ein Ampholyt, so verhält es sich je nach seiner Aufladung als 
' Säure oder Base. Da ferner die Adsorbierbarkeit der H`- bzw. OH. 
Ionen der der edelsten Metallionen und gewisser organischer Basen 
und Säuren gleichkommt, so ist es möglich, ein ampholytisches Ad- 
sorbens in geeigneten Pufferlösungen willkürlich stark mit H. bzw. 
OH'-Ionen aufzuladen. Auf diese Weise erhält man ein so wirksames 
polares Adsorbens, daß Art und Stärke seiner elektrischen Ladung 
die Adsorbierbarkeit der zu untersuchenden Stoffe nachweisbar be- 
einflußt. 

Freundlich und Poser (1) fanden, daß Fasertonerde (positiv) Morphin- 
chlorid, Coffeinchlorid und Strychninnitrat in meßbarer Form nicht auf- 
nimmt, Bolus (negativ) diese Stoffe sehr stark adsorbiert und an der elek- 
trisch neutralen Blutkohle zwar eine Bindung stattfindet, indes unter- 
scheiden sich die adsorbierten Mengen so wenig, daß von einer Adsorption 
im Sinne der Isotherme nicht gesprochen werden kann. 

Da sich Fasertonerde, Bolus und Kohle nicht nur in ihrer Ladung, 
sondern auch in ihrer Adsorptionsfähigkeit unterscheiden, wählte ich 
als Adsorbens elektrisch neutrale Blutkohle, um möglichst gut ver- 
gleichbare Werte zu erreichen. Auf diese Weise erhielt ich in den ent- 
sprechenden Pufferlösungen ein so starkes Acidoid bzw. Basoid, daß 
der Verlauf der verdrängenden lonenadsorption bei wechselnder Pa 
beobachtet werden konnte. 


L 
Untersucht wurden Kaliumjodid, Natrium salicylicum und Chinin. 
hydrochlor. Mit einer abgemessenen Menge eines dieser Stoffe versetzte 
ich 50 ccm einer nach der Vorschrift von Sörensen (2) hergestellten 
Pufferlösung Glykokoll-HCl bzw. -NaOH, fügte Le Blutkohle hinzu 
und schüttelte 15 Minuten im Schüttelapparat. Darauf wurde die 
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Kohle abzentrifugiert und die in der Pufferlósung gebliebene Menge 
Jod bzw. Salicylsáure oder Chinin quantitativ bestimmt. 

Das Adsorptionsvermógen (3) der verwandten Carbo animalis puriss. 
(Merck) betrug 8,05, das der Blutkohle (Kahlbaum) 13,01 com n/10 Jod- 
lösung pro 0,1 g Kohle. 





et 3 u 5 6 78 9 
Abb.3. Adsorbens: 0,5g Blutkoble Abb. 4. Adsorbens: 0,5g Carbo anim. puriss. 
(Kahlbaum). (Merck). 


Die Versuche ergeben eine Bestätigung der Regel, daß die prozen- 
tische Adsorption um so größer ist, je geringer die Konzentration 
der Lösung ist. Ferner zeigt sich, daß die Adsorption dieser Arznei- 
mittel sehr wesentlich von der elektrischen Ladung des Adsorbens 
beeinflußt wird, und zwar in der Weise, daß 

L das negative Salicyl- oder Jodion von der Kohle um so stärker 
adsorbiert wird, je größer die Wasserstoffionenkonzentration der 
Lösung ist, d. h. je stärker die Kohle positiv aufgeladen ist; 

2. das Chininkation um so stärker adsorbiert wird, je kleiner 
die Wasserstoffionenkonzentration der Lösung ist, d. h. je stärker 
die Kohle negativ aufgeladen ist. 
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Daß dieses Verhalten tatsächlich nur eine Funktion der Ladung 
der Kohle ist, suchte ich durch folgenden Versuch zu erweisen: Zu 
50 ccm Pufferlösung von pg = 3,3 gab ich l g Carbo animalis puriss. 
(Merck), 6 mg JK. Nach dem Schütteln und Abzentrifugieren der 
Kohle fanden sich in der a noch 0,917 mg J; adsorbiert worden 
waren also 3,673 mg = 79,8%, J 


Fügte ich dagegen unter sonst ad Versuchsbedin- 
gungen 1,306 g Ferrocyankali (vierwertiges Anion) zur Lösung, so 
fanden sich in der Lósung 3,058 mg J wieder, adsorbiert worden waren 
also nur 1,529 mg = 33,2%, J. Auf Grund der verdrángenden Ionen- 
adsorption ist also die in saurer Lösung positiv aufgeladene Kohle 
durch das Ferrocyananion teilweise negativ umgeladen worden, so daß 
die Bindung des J-Anions zum Teil verhindert wurde. 


I. 


Die in vitro gefundenen Ergebnisse spielen auch in vivo eine Rolle. 
Dies zeigen die nachstehend geschilderten Versuche, die chronologisch 
von mir zuerst anläßlich der Fortsetzung einer von Joachimoglu (3) 
begonnenen Untersuchung über das Adsorptions- und Entgiftungs- 
vermögen verschiedener Kohlearten angestellt wurden. 

Die beiden Versuchspersonen A und B tranken das Pharmakon 
morgens nüchtern 1 Stunde vor dem Frühstück oder abends 3 Stunden 
nach dem Abendessen und nahmen zu gleicher Zeit die gleiche Nahrung. 


Versuchsperson A. Versuchsperson B. 





Stunde | Ausgeschiedene Menge | _ Stunde | Ausgeschiedene Menge 




















I. 0, 5 g oa sloslicins, 

¡E 15,69 mg 1-14. 

18. O negativ o;o 156 —24, 
| 15,69 mg Salicylsáure | 








12,78 mg Salicylsáure 
II. 0,5 g Natrium salicylicum und 3 g Carbo animalis puriss. (Merck). 


1d: 9,103 mg "1-16, 1,45 mg 
5—10. 6,623 , 16. 087. 
15,726 mg Salicylsäure | -2,12mg Salicylsäure 
III. 
0,5 g Natrium salicylicum, | 0,5 g Natrium salicylicum, 
3 g Carbo animalis puriss. (Merck), || 3g Carbo animalis puriss. (Merck), 
Citronensäure Sodalösung 
1— 8 | 3,55 mg 
1.— 9. 1,517 mg 9—12. | 1,24 , 
10.—15. 0.655 , 13—24. | 0,9 , 








2,172 mg Salicylsäure | 5,73 mg Salicylsäure 
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Aus den Versuchen ergibt sich, daß bei den Versuchspersonen 

l. ein verschiedenes Verhalten des Magens und oberen Darmes 
besteht. Bei B wird die Kohle stärker positiv aufgeladen als bei A, 
daher das Salicylsäureanion stärker adsorbiert; 

2, die elektrische Aufladung der Kohle durch geeignete Maß- 
nahmen geändert werden kann. 

Es kann also die Adsorption eines eingenommenen Medikamentes 
verstärkt und die Resorption verhindert bzw. die Adsorption herab- 
gesetzt und die Resorption verstärkt werden. 

Dieser Befund stimmt mit den Untersuchungen überein, die 
Joachimoglu über das Entgiftungsvermógen der Kohle angestellt hat: 
Die gleichzeitig mit normalerweise tödlichen Strychnindosen ver- 
abfolgte Kohle wurde im alkalischen Darmsaft der Versuchstiere 
negativ aufgeladen und adsorbierte daher das Strychninkation. In- 
folge der starken Adsorbierbarkeit des Strychnins kommt im Verlaufe 
der Passage durch den Darm der Einfluß der verdrängenden Ionen- 
adsorption so wenig zur Geltung, daß eine stärkere Schädigung des 
Tieres nicht stattfindet. 

In unseren Versuchen bewirkt die positive Aufladung der Kohle 
durch Citronensäure bei A eine starke Adsorption der Salicylsäure an 
die Kohle; eine verdrängende Ionenadsorption spielt keine nennens- 
werte Rolle. Bei B dagegen kommt die negative Umladung der Kohle 
durch Soda im oberen Darmkanal zwar zur Geltung, tritt aber im 
Urin nicht in die Erscheinung auf Grund von später zu besprechenden 
Vorgängen. 























II. 
Versuchsperson A. Versuchsperson B. 
0,5g JK und 3g Carbo animalis puriss. (Merck). 
Stunde Aiga EE Menge Stunde o eege | Menge 
Kack > 110,09 mg ae x 115,20 mg 
6. —24. 181,34 , | 6.—24. 163,35 , 
25—32. | 22,56 „ 25.—36. | 17,44 „ 
33.—47. 22,93 „ i 37 —44. | 745 „ 
48.—52. 311 „ 45.—-53. 3,03 ,, 
— — | 54.—58. 1,52 „ 
— a a 59.—62. o ¿EOL s, | 
340,03 mg J = 88,9% | 309,00 mg J = 65% 


Nehmen die beiden Versuchspersonen A und B 0,5g JK ein, 
so scheiden sie das Jod innerhalb der ersten 24 Stunden quantitativ 
ziemlich gleichmäßig aus, gleichgültig, ob sie den Versuch mit oder 
ohne Kohle ausführen; auch eine stärkere Aufladung oder Umladung 
der Kohle durch gleichzeitiges Trinken von Citronensäure bzw. Soda 
erweist sich als vollständig wirkungslos. In der zweiten Hälfte der 

12* 
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Ausscheidungsperiode zeigen sich jedoch charakteristisch Unter- 
schiede: A scheidet in 52 Stunden 88,9%, des zugeführten Jods aus, 
während B in 62 Stunden nur 65%, ausscheidet. 

Die Tatsache, daß Jodalkalien in 48 bis 60 Stunden ausgeschieden 
werden, ist schon lange bekannt, jedoch ist den Ursachen für die ver- 
schiedene Zeitdauer der Ausscheidung bei den einzelnen Individuen 
nicht nachgegangen worden. Die geschilderten Versuche zeigen einen 
Weg des Verständnisses: 

Das einwertige Jodanion wird von NN Anionen im 
Magen-Darmkanal so schnell von der Kohle verdrängt, daß eine Ver- 
zögerung seiner Resorption durch Kohle nicht stattfindet. Das Salicyl- 
säureanion dagegen, das als organische Säure eine sehr starke Adsor- 
bierbarkeit besitzt, wird in saurer Lösung so fest an die Kohle gebunden, 
daß es nicht leicht durch andere Anionen wieder verdrängt werden kann. 
So findet zwar bei Versuchsperson B bei gleichzeitiger Verabreichung 
von 3 g Kohle, Sodalósung und 0,5 g Natrium salicylicum eine ähnlich 
starke Resorption der Salicylsáure infolge Hemmung der Adsorption 
statt wie bei A, wenn A Natrium salicylicum und Kohle einnimmt. 
Trotzdem erscheint die Salicylsäure bei B nicht in ebenso großer 
Quantität im Urin wie bei A, ebenso wie B auch das Jod in geringerer 
Menge und gegenüber A verzögert ausscheidet. Die Gewebe von B 
reagieren also anders als bei A, und zwar — nach den oben geschilderten 
Versuchen — in dem Sinne, daß sie bei B eine stärkere positive Ladung 
haben als bei A. Daher binden sie das Jod- bzw. Salicylsäureanion 
stärker. Das einwertige Jodanion wird allmählich durch andere Anionen 
wieder verdrängt und erscheint im Urin, soweit es nicht im Organismus 
verwertet wird. Das Salicylsäureanion dagegen wird bei seinem längeren 
Verweilen im Körper um- und abgebaut. 


IV. 


Die ersten Untersuchungen über die py der Gewebs- und Zellflüssig- 
keit hat Michaelis (2) vorgenommen. Er fand sie deutlich gegenüber der 
des Blutes erhöht und kam auf Grund theoretischer Überlegungen zu der 
Überzeugung, daß pathologische Verhältnisse die CO,-Bilanz der Gewebe 
merklich ändern und damit die pg im Sinne einer Säuerung verschieben 
können. Krontowski und Radzimowska (4) wiesen nach, daß die Zellen 
der Kaninchenmilz noch bei einer oo. von 5,05 und 10,28 eine Zeitlang 
ihr Leben aufrecht zu erhalten vermögen. Die Änderung der pg im Gewebe 
in den allerersten Stadien des Absterbevorganges, wie er sicher auch intra 
vitam z. B. bei zerfallenden Granulomen vorkommt, untersuchten Morse 
und van der Heyde (5). Sie fanden, daß unmittelbar nach der Herausnahme 
des Organs die Reaktion der Kaninchenleber sauer war (pg = 5). Im 
Laufe von 45 Minuten sank sie bis zur Neutralität, um dann wieder zum 
Sauren anzusteigen. Schade (6) ist es vermittelst einer Änderung der Gas- 
kettenmethode gelungen, H-Ionenmessungen in den Gewebssäften direkt 
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am Lebenden auszuführen, indem er die Wasserstoffelektrode ähnlich einer 
Punktionsspritze gestaltete. Mit dieser Methodik fand er u. a. folgendes: 

1. Die H-Ionenwerte der Transsudate sind größer als die des Blutes, 
die der serösen Exsudate größer als die der Transsudate. 

2. Im Gebiete der Entzündung besteht eine lokale H-Hyperionie 
!Acidose). 

3. Der Grad der Acidose nimmt zu mit der Intensität der Entzündung 
und ab vom Gebiet der akuten zu dem der chronischen hin. | 

4. Die Acidose, welche über die Beschlagnahme der Pufferreserven 
hinaus noch durch einen merklichen Anstieg der H-Ionen charakterisiert 
ist, bedeutet ein wesentliches Symptom der Entzündung. 

5. Die H-Hyperionie steht in enger ursächlicher Beziehung zur An- 
reicherung von Cl’ im Entzündungsgebiet (z. B. bei Pneumonie). 


vV. | 

P. Ehrlich (7) hat schon darauf hingewiesen, wie wichtig das Studium 
der Verteilung der Arzneistoffe im Organismus für unsere Kenntnisse 
über ihre pharmakologische Wirkung ist, und wie durch derartige Unter- 
suchungen eine Brücke zwischen der Kenntnis ihrer Konstitution und dem 
Verständnis ihrer Dynamik geschlagen werden kann. Bei der ,,Kon- 
stitution‘‘ müssen wir heute die Ionisationsverhältnisse und Adsorbierbarkeit 
des Arzneimittels berücksichtigen. 

Heffter (8) und seine Schüler haben ein bestimmtes Verteilungsprinzip 
fir Salicylsäure und Jod im tierischen Organismus unter normalen Ver- 
hiltnissen festgestellt. Bondi und Jacoby (9) fanden, daß bei einer mit 
Gelenkbeteiligung einhergehenden septischen Infektion in die Gelenke 
mehr Salicylsáure ‚abgelenkt‘ wird. Auf Grund dieses Befundes stellte 
Jacoby sein Gesetz über „die veränderte Verteilung von Arzneikörpern im 
psthologischen Milieu‘ auf. Diesem Gesetz entsprechend wurde von Loeb (10) 
in Abszessen und von Loeb-Michaud (11) in tuberkulös erkrankten Organen 
eme Speicherung von Jod bei Zufuhr von JK gefunden und von Levis- 
Krauss (12) bestätigt. Desgleichen findet eine Speicherung von Jod in 
hetischen Granulomen statt (Loeb), sowie in erkrankten Drüsen, wie 
ton den Velden (13) fand. Letzterem gelang auch der Nachweis, daß nicht 
nur in infizierten, entzündeten oder degenerierten, sondern auch in neo- 
plastischen Geweben eine Jodanreicherung stattfindet. 


Die praktische Bedeutung dieser Beobachtungen liegt darin, daß 
auzunehmen ist, daß ein Pharmakon dort seine größte Wirksamkeit 
entfaltet, wo es sich in vermehrter Menge befindet. Die oben mit- 
geteilten Befunde über den Einfluß der elektrischen Ladung des Ad- 
srbens auf die Adsorption von Arzneikörpern und über die Azidose 
im entzündeten Gewebe zeigen einen Weg des Verständnisses für ihre 
veränderte Verteilung im pathologischen Milieu. 


Zusammenfassung. 
Auf Grund der obigen Ausführungen ergibt sich folgendes: 
l. Der menschliche und tierische Organismus stellt einen Komplex 
von Zellen dar, deren Funktionen ganz wesentlich von dem Erhalten- 
bleiben der Zellstruktur, von der Intaktheit ihrer Oberfläche abhängen. 
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2. Jod- und Salicylsäureanionen werden um so stärker adsorbiert, 
je stärker das Adsorbens positiv geladen ist. Bei Chininkationen hängt 
die Stärke der Adsorption von dem Grade der negativen Ladung des 
Adsorbens ab. 

3. Jod und Salicylsäure werden von Menschen verschiedener Kon- 
stitution in verschiedenem Grade retiniert und in verschiedener Quan- 
tität sowie Zeitdauer ausgeschieden. 

4. Im pathologisch veränderten Milieu findet eine Anreicherung 
von Jod und Salicylsäure statt. Diese Anreicherung wird anscheinend 
durch eine Vergrößerung der H-Ionenwerte und die dadurch veranlaßte 
stärkere positive Aufladung des pathologisch veränderten Gewebes 
hervorgerufen. 

Die Untersuchungen hierüber werden fortgesetzt. 
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Über die Synthese des Ásculins. 


Von 
E. Glaser und M. Kraus. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der hygienischen Untersuchungsanstalt 
des Volksgesundheitsamtes in Wien.) 


(Eingegangen am 20. März 1923.) 


Von den in der Natur vorkommenden Glykosiden nehmen eine 
ganze Anzahl wegen ihrer pharmakodynamischen Wirkungen eine 
wichtige Stelle in der Heilmittellehre ein; andere wiederum sind in 
technischer Beziehung von Wichtigkeit. 


Das Äsculin kommt in der Schale der Roßkastanie, in der Rinde von 
Aesculus Hippocastanum, im Himenodictum excelsum Wallach (Rinde) 
und in der Wurzel des wilden Jasmin vor. In den Knollen der Jalapa, 
Exogonium purga, findet es sich als $-Methyläsculin wahrscheinlich in den 
Sekretzellen vor. Die Roßkastanien, welche bisher für wertlos gehalten 
wurden, konnten im Kriege ihre Nützlichkeit erweisen, indem sie zur Zucker- 
und Mehlgewinnung verwendet wurden, während ihre Saponine technische 
Verwendung fanden. Die Schalen wiederum können der Herstellung des 
Ásculins dienen. 


Die Schwierigkeiten einer solchen Darstellung von Glykosiden aus 
ihren natürlichen Substraten, vor allem aber der mit einer solchen 
Herstellung verbundene große Verbrauch an derzeit sehr teuren Lösungs- 
mitteln, läßt ein solches Verfahren von vornherein als wenig rationell 
erscheinen. Wir sehen daher schon seit langem das Bestreben, derlei 
in Pflanzen vorkommende, von Bodenbeschaffenheit, Bodendüngung 
und von den Jahreszeiten abhängige, in der Praxis wichtige Bestand- 
teile synthetisch herzustellen. Bei den ärztlich verwendeten kommt 
noch der Umstand hinzu, daß dadurch die Möglichkeit einer genaueren 
Dosierung gegeben wird. 

Wenn gleichwohl die Herstellung dieser Art der Produkte bisher 
noch selten gelungen und auch nur selten versucht wurde, so hat dies 
seinen Grund darin, daß unsere Kenntnisse bezüglich der Struktur 
vieler derartiger Körper bisher noch sehr gering und daher die Grund: 
lagen für die Synthese nicht gegeben waren. Erst die eingehenden 
Arbeiten E. Fischers (1) trugen viel für das Verständnis des Baues 
der Glykoside bei. So konnte F. Mauthner (2) in seiner Abhandlung 
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über neue synthetische Glykoside darauf hinweisen, daß ihm mit 


des nach dem bewährten Gange mit Acetobromglucose hergestellte 
Tetraacetylderivate bei gewöhnlicher Temperatur mit überschüssige 


derartiger Synthesen glaubt Mauthner der Ansicht Ausdruck SE 
zu dürfen, daß dieses Verfahren voraussichtlich die Synthese einer 
großen Anzahl von Glucosiden der Oxyketone und Oxyaldehyde ge-! 
statten könnte. Diese Angabe kann wohl dahin erweitert werden, 
daß dieses Verfahren auch für Oxylactone verwendbar ist. 

Tatsächlich kennen wir eine größere Anzahl von Glykosiden, 
deren Nichtzuckerkomponente der Charakter eines Oxyketons bzw. | | 
eines Oxylactons zugeschrieben werden kann. So zerfällt das Ásculin 
[nach Rochleder und Schwarz (3)] durch die Einwirkung von Emulsin 
in Glucose und Äsculetin. 


H H H H 
C C C C 

E E N (INN 

HO. HOC C CH HOC C 

| Be | | +H,0 = ` | | + Gebot 
CHO, HOC CO-co HOC COo-co 
Ms y NY 

C C 
H H 


Das letztere kann aber als Oxylacton aufgefaßt werden, wäre 
demnach befähigt, zum Versuche eines synthetischen Aufbaues des 
Äsculins zu dienen. 

Es handelte sich nun darum, sich das Ausgangsmaterial zu ver- 
schaffen. Hierzu boten sich zwei Wege, und zwar die Darstellung 
aus der Roßkastanie oder die synthetische Methode. Von Rochleder (4) 
wurde bereits angegeben, daß es sich in geringer Menge in der Roß- 
kastanienrinde findet. Es wurde nun zuerst die Darstellung aus den 
Schalen der Roßkastanie versucht. 

Zu diesem Zwecke wurden dieselben zerkleinert, einige Tage im 
Trockenschrank bei 100% getrocknet, dann im Mörser zu feinem Mehl 
zerstampft, mit NH,-haltigem Wasser einige Stunden am Rückfluß- 
kühler gekocht, filtriert. Das Filtrat zur Trockne eingeengt, der Rück- 
stand mit Alkohol und Essigäther ausgezogen, im Vakuum eingeengt 
und wiederholt umkristallisiertt. Als reines Produkt resultierte aber 
eine so geringe Ausbeute, daß es geboten schien, Äsculetin synthetisch 
herzustellen. Es wurde [nach Thiele (5)] durch Einwirkung von Essig- 
säureanhydrid auf Chinon das Oxyhydrochinontriacetat in guter Aus- 
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beute und reinem Zustande (Schmelzpunkt 97%) gewonnen, welches zu 
Oxyhydrochinon verseift wurde (Schmelzpunkt 140%). Die Verseifung 
gestaltete sich schwierig, da sich Oxyhydrochinon leicht in der Wärme 
zersetzt. Oxyhydrochinon wurde nach der bekannten Methode von 
Gattermann (6) mit Hilfe von wasserfreier Blausäure (7) zu Oxyhydro- 
chinonaldehyd weiter verarbeitet. @Gatiermann und Köbner (8) ge- 
langten zur Darstellung von Diacetylisculetin aus Oxyhydrochinon- 
aldehyd, Essigsäureanhydrid und Natriumacetat und durch Verseifen 
des Diacetylderivats zum freien Äsculetin, welches oberhalb 270° 
unter Zersetzung schmilzt, in Äther unlöslich, im kalten Wasser nahezu 
unlöslich ist, sich aber in heißem Alkohol, Aceton, Essigäther, Chloro- 
form, Amylalkohol, heißem Wasser mit gelber Farbe löst und im letzteren 
eine Fluoreszenz zeigt. Die Etappen der Darstellung zeigten sich in 
nachstehenden Formeln. 


Rn SCH, CCOH rn 
HC, GH dos > gl 
weg 
HO! HO do” HO 
E? E? 
Chinon SE hydro- KS 
chinonaldehyd 


Die spáteren e wurden mit Äsculetin von Kahlbaum vor- 
genommen. | 


Die zur Synthese eines Glucosids noch notwendige Acetobromglucose 
wurde nicht durch Digerieren von gut getrocknetem Traubenzucker mit 
Acetylbromid direkt, sondern auf dem Umwege über die Pentaacetyl- 
glucose (9) hergestellt. Nach letzterer Methode konnte bis zu 90%, Aus- 
beute gewonnen werden, während bei der ersteren im besten Falle 50% 
zu erzielen war. Pentaacetylglucose wurde durch Erhitzen von Trauben- 
zucker mit Essigsäureanhydrid und Natriumacetat mit sehr guter Ausbeute 
dargestellt. Schmelzpunkt 131°. Diese wurde dann weiter mit Eisessig- 
bromwasserstoffl, der am besten ebenfalls von Kahlbaum, wie schon 
E. Fischer (10) empfiehlt, bezogen wird, behandelt. E. Fischere Angaben 
bezüglich der Darstellung der Acetobromglucose wurden überhaupt streng 
befolgt, weshalb es sich erübrigt, weiter darauf einzugehen. 

Zum Ausfällen derselben wurde nur abweichend davon statt Petrol- 
äther Benzin benutzt, welches sich noch als geeigneter für diesen Zweck 
erwiesen hat. In allen Fällen erwies es sich als wichtig, bei der Darstellung 
Verunreinigungen, sowie Feuchtigkeit fernzuhalten und die Substanz im 
Dunkeln aufzubewahren. Beginnt die Flüssigkeit, sich beim Einengen 
im Exsikkator auch nur ein wenig zu verfärben, ist die Fällung sogleich 
vorzunehmen, weil sonst die Zersetzung rasch weiterschreitet. Die Ausbeute 
war sehr gut und es resultierten reine weiße Kristalle vom Schmelzpunkt 
88 bis 89%, die, entsprechend aufbewahrt, auch längere Zeit haltbar waren. 


Bezüglich der Synthese des Äsculins wurde nun in analoger Weise, 
wie Mauthner (11) es in seinen Arbeiten über die Synthesen der Glucoside 
mit Phenolcarbonsäuren und Oxyketonen erprobt hatte, vorgegangen. 
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Darstellung des Ásculetinglucotetraacetats. 


1,496 g KOH oder 0,88 g NaOH wurden in 15 bis 20 ccm H,O gelöst 
und in die erkaltete Lósung unter ununterbrochenem Riihren 3 g Ásculetin 
in kleinen Portionen eingetragen. Die Lósung wird nun allmáhlich mit 
einer schon bereitstehenden Lósung von 9,2g Acetobromglucose in 15 
bis 20 ccm Aceton vermengt. Die Mengenverhältnisse des angewandten 
Acetons müssen genau die gleichen sein, wie die des verbrauchten Wassers, 
weil sonst keine homogene Flüssigkeit entsteht. Sollte sich dennoch eine 
Trübung zeigen, muß man einige Minuten stehen lassen, bis Schichtung 
eintritt. Sinken farblose Öltropfen zu Boden, so ist überschüssiges Aceton 
vorhanden und man muß einige Tropfen H,O hinzufügen.  Entsteht 
am oberen Rande der Flüssigkeit eine Schicht, so deutet dies auf den 
Mangel an Aceton. In diesem Falle muß Aceton dazugegeben werden, 
um die Lösung homogen zu machen. Die homogene oder homogen gemachte 
Lösung bleibt mindestens 12 Stunden bei gewöhnlicher Temperatur stehen. 
Nach dieser Zeit ist meistens eine Trübung eingetreten, die sich beim Ver- 
dunsten des Acetons im Vakuum noch bedeutend verstärkt; ist das Aceton 
vollständig entfernt, so wird der dickflüssige, stark mit kristallinischen 
Niederschlägen versetzte Rückstand mit 300 ccm Eiswasser versetzt. 
wobei die Hauptmenge des neugebildeten Produktes ausfällt, und zwar 
in gelb bis braun gefärbten Blättchen. Der Niederschlag wird auf der Nutsche 
sbfiltriert und so lange mit eiskaltem Wasser gewaschen, bis das Filtrat 
keine alkalische Reaktion mehr zeigt und bis ein Tropfen des Waschwassers, 
auf einem Uhrglas verdampft, keinen Rückstand mehrgibt. Der Niederschlag 
wird auf Filtrierpapier abgepreßt, mit kaltem, frisch destilliertem Methyl- 
alkohol einige Male gewaschen und dann aus heißem destillierten Methyl- 
alkohol umkristallisiert. Es entstehen dann prachtvolle rein weiße, derbe, 
in prismatischen Säulen und Drüsen 'angeordnete Kristalle vom Schmelz- 
punkt 181 bis 182%. Ausbeute: 50%. 

Von diesem nach der Reaktionsgleichung C¿H¿0, + C,¿H¡,0,Br 
+ KOH = KBr + H,O + Gas Baus erwarteten Äsculetinglucotetrs- 
acetat, für welches gemäß der von Schiff (12) ermittelten Konstitution 
des Ásculins die Struktur: 
H H 
C C 
EE 
HOC C CH 
C,H,0,(C,H,0),—-0—C do. Zo 
C 
H 
angenommen werden kann, wurde die Elementaranalyse vorgenommen, 
welche nachstehende Zahlen ergab: 
I. 0,1199 g Substanz gaben 0,2334 e CO, und 0,0457 g H,O. 


IT. 0,1281 g 2 vn  0,2535g CO, und 0,0547 g H,O. 

Berechnet für Ces Haas Gefunden I. I. 
Co... .. 54,33% 53,09% 53,97% 
Ho....... 4,72% 4,23% 4,79% 


Obwohl nur áquimolekulare Mengen von Äsculetin mit einem kleinen 
Überschuß von Acetobromglucose aufeinander einwirken gelassen werden, 
ist mit Rücksicht auf den Umstand, daß zwei OH-Gruppen im Äsculetin 
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seh vorfinden, an welche Glucotetraacetatreste eintreten könnten, die 
quantitative Bestimmung der Acetylgruppen vorgenommen worden. Sie 
wurde nach der Methode von Wenzl (13) durchgeführt. 

Mit einer verdünnten H,SO, (3:1)-Lösung wurden 0,2084 g Substanz 
verseift. 36,35 cem n/10 KOH wurden vorgelegt und zum Zurücktitrieren 
17,45 eem H,SO, vom relativen Titer 0,931 gebraucht, woraus ein Ver- 
brauch von 17,61 cem n/10 KOH durch die überdestillierte Essigsäure 
resultiert und 0,0757 g CH,CO in gewogener Substanz sich errechnen 
laßt. Die Anzahl der Acetyle wurde mit 4 ermittelt. 

Da das Äsculetinglucotetraacetat durch die Verbrennung und die 
Acetylgruppenbestimmung eindeutig bestimmt worden war, wurde von 
einer Molekulargewichtsbestimmung, um Material zu sparen, abgesehen. 

Es wurde nun noch die optische Untersuchung vorgenommen und hierzu 
die methylalkoholische Lösung des Glucosids verwendet. Angewandt 
= 0,0699 g Substanz in l15ccm Methylalkohol gelöst. Das spezifische 
Gewicht des Methylalkohols bei 11% = 0,799, spezifisches Gewicht der 
Lösung d” = 0,809. Im 1 dm-Rohre zeigte die Lösung eine Drehung = — 0,1°. 

A . 11 100 x d 

Hiernach ist [«] Dain S 21°. 

Das Äsculetinglucotetraacetat war in Äther und Wasser nahezu un- 
Kslich, in Petroláther sehr schwer und in Chloroform, Essigáther und 
Aceton schwer löslich. Sehr leicht löste es sich in heißem Alkohol und 
Methylalkohol, aus welch letzterem es auch am schönsten auskristallisierte. 
Sehr leicht löslich ist es aber auch in NH, und verdünnten Alkalien mit 
gelber Farbe. Irgendeine Fluoreszenz tritt nicht, auch nicht nach langem 
Stehen auf. 

Dragendorff (14) führt in einer Arbeit über Ásculin und Äsculetin einige 
für diese beiden Körper charakteristische Reaktionen an. Beide lösen 
sich in Salpetersäure vom spezifischen Gewicht 1,2 mit gelber Farbe. Ein 
Zusatz von NH, färbt die Lösung tief blutrot. Zusatz von Säure färbt 
wieder gelb. Diese Reaktion wird auch von dem Ásculetinglucotetraacetat 
gegeben. 

Wird eine neutrale oder schwachsaure Lösung von Äsculin bei gewöhn- 
licher Temperatur mit Kupfersulfat versetzt, bleibt diese unverändert 
blau, während Äsculetin Kupfersulfatlösung unter denselben Bedingungen 
smaragdgrün färbt. Die neutrale oder schwachsaure Lösung von Äsculetin- 
glucotetraacetat verändert CuSO,-Lósung nicht. Erst beim Kochen mit 
Säure tritt durch das freiwerdende Äsculetin Grünfärbung ein. Gleichwie 
äseulin und Äsculetin reduziert Äsculetinglucotetraacetat ammoniakalische 
Siberlósung und Fehlingsche Lösung, dagegen wird es im Gegensatz zu 
diesen beiden von Bleiessig nicht gefällt. Eisenchlorid verleiht einer Äsculetin- 
lösung eine intensiv grüne Färbung, eine Äsculetinglucotetraacetatlösung 
bleibt unverändert, erst beim Kochen tritt blutrote Färbung, offenbar 
bedingt durch die infolge der sauer reagierenden FeCl,-Lösung veranlaßte 
Abspaltung der Essigsäure auf. 

Um zum Äsculin zu gelangen, mußte nun daran gegangen werden, 
das Tetraacetylprodukt zu verseifen. 

Hierbei hielten wir uns zuerst an die bereits erwähnten Angaben 
von Mauthner. Es wurden 1% g Tetraacetat mit 100 ccm 6proz. Baryt- 
lauge 2 Tage in der Schüttelmaschine geschüttelt, hierauf das überschüssige 
Beriumhydroxyd durch mehrmaliges Einleiten von Kohlensäure gefällt 
und abfiltriert. Der Niederschlag wurde mit Wasser gewaschen. Das Filtrat 
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wurde in zwei Teile geteilt und verschieden behandelt. Die eine Hälfte 
wurde nach Mauthner im Vakuum bei 40 bis 50° getrocknet, der Trocken- 
rückstand mit Methylalkohol ausgezogen und wiederholt aus demselben 
Lösungsmittel umkristallisiert, um zu einem einheitlichen Endprodukt 
vom Schmelzpunkt 205° zu kommen. 

Zu demselben Endprodukt gelangt man auch durch folgende Bearbeitung 
aus der zweiten Hälfte. Dragendorff führt in seiner Arbeit an, daß Äsculin 
aus saurer wässeriger Lösung durch Amylalkohol und durch Chloroform 
ausgeschüttelt werden kann. Die Hälfte des Filtrats wurde mit n/10 H,SO, 
bis zur schwach sauren Reaktion versetzt, die noch ausfallenden Barium- 
reste wurden abfiltriert und das Filtrat mit Amylalkohol, besser mit Chloro- 
form wiederholt ausgeschüttelt. Die Rückstände wurden nach Verdunsten 
des Lösungsmittels aus Methylalkohol wiederholt umkristallisiert, bis 
schließlich ein Produkt resultierte, das durch den Schmelzpunkt von 205° 
und durch Reaktionen sich als Äsculin erwies. Da die Ausbeute sehr klein 
war und die letzten Bariumreste schwer zu beseitigen waren, sich immer 
mitschleppten, wurde, um rascher zu einem analysenreinen Produkt zu 
kommen, eine Methode gesucht, der dieser Nachteil nicht anhaftet. Es 
wurde die Verseifung mit NH, versucht und hierbei die von Fischer (15) 
und seinen Mitarbeitern angegebenenVerfahren für die Verseifung acetylierter 
Glykoside in ihrer Anwendung auf das Glucotetraacetat geprüft. 

Von den drei versuchten Methoden erwies sich nachfolgender Vorgang 
als am zweckmäßigsten: 

2 g Äsculetinglucotetraacetat wurden in 320 ccm 96proz. Alkohols auf- 
geschwemmt und in diesen unter Eiskühlung gasförmiges NH, so lange 
eingeleitet, bis eine klare Lösung entstanden war, was in ungefähr 2 Stunden 
der Fall gewesen ist. 

Die resultierende gelbe, mit NH, gesättigte alkoholische Lösung wurde, 
um sie vom NH, zu befreien und den Alkohol zu verdampfen, ins Vakuum 
gegeben, wo sich schon nach einigen Stunden Kristalle ausschieden, die 
beim weiteren Einengen sich rasch vermehrten. Die entstandenen Kristalle 
wurden abfiltriert, mit Äther ausgewaschen und aus sehr wenig heißem 
Methylalkohol umkristallisiert. Es fallen prachtvolle weiße Kristalle, und 
zwar büschelförmig angeordnete Nadeln, in größerer Menge Sternchen 
vom Schmelzpunkt 205° aus. Ein mit der gewonnenen Substanz und 
natürlichen Äsculin gemachter Mischschmelzpunkt gab dasselbe Resultst. 

Da sich auf diese Weise eine unvergleichlich bessere Ausbeute ergab 
und man auch rascher zu einem analysenreinen Produkte gelangte, 80 
wurde für die weitere Darstellung diese Methode gewählt. Ausbeute 60%. 

Mit Rücksicht auf den Umstand, daß es sich um ein schön kristalli- 
sierendes Produkt handelt, andererseits sich Schwierigkeiten bei der Kristall- 
wasserbestimmung ergaben, ` wurde gleich die Elementaranalyse vor- 
genommen. 


I. Substanz 0,0927 g gaben 0,1610 g CO, 0,0395 g H,O. 
II. Substanz 0,1218 g gaben 0,2097 g CO,, 0,0538 g H,O. 


Berechnet für Ce Hefe + 2H,O Gefunden I II. 
ie a u eh 47,87 %, 47,37% 46,96% 
A 5,31% | 4,78% 4,95% 


Bei der gewöhnlichen Kristallwasserbestimmung zeigte es sich, dal 
man ein konstantes Gewicht erst bekommt, wenn die Substanz hoch erhitzt 
wird und sich schon zu zersetzen beginnt. Um eine Zersetzung zu vermeiden, 
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wurde daher die Kristallwasserbestimmung im Trockenschrank bei 100° 
im CO,-Strom vorgenommen. Hierzu wurden 0,1066 g Substanz verwendet 
und ein Wasserverlust von 0,0079 festgestellt, woraus sich ein Wassergehalt 
von 7,41%, ergibt. Berechnet sind für 1% Mol. 7,35%, für 2 Mol. 9,5% 
Wasser. 

Die für 2 Mol. Kristallwasser stimmende Elementaranalyse und die 
af 11, Mol. deutende unter allen Kautelen vorgenommene Kristall- 
saserbetimmung fanden ihre Erklärung bei Durchsicht der Literatur. 
Schon Hugo Schiff (16) weist auf die verschiedenen Beobachtungen be- 
süglich des Kristallwassergehaltes hin. Zwenger (17) teilt mit, daß bei 
100% getrocknetes Ásculin noch Wasser zurückbehält, welches erst beim 
Schmelzen entweicht. Rochleder (4) hat später dann auch Äsculin in den 
Händen gehabt, welches bei 115° getrocknet noch Y, H,O zurückbehielt 
und es erst beim Schmelzen verlor. Liebermann und Knietsch (1880) haben 
im Ásculin ebenfalls nur 1% Mol. Kristallwasser gefunden. Bei Abder- 
halden (18) wurde für Ásculin 2 Mol. Wasser angegeben, während im Bed. 
sein (19) bei Äsculin noch 1% Mol. Kristallwasser angegeben sind. Schiff 
fand, indem er Äsculin bis zur Zersetzung trocknete, einen Gewichtsverlust 
von 9,9%, also etwas: mehr als 2 Mol. Wasser entspricht. Er kommt auf 
Grund der vorhandenen Angaben zu dem Schlusse, daß Äsculin mit 2 Mol. 
Wasser kristallisiert. | 

Durch die Analyse des synthetischen Glykosides Äsculins wird dem- 
nach bestätigt, daß dieses mit 2 Mol. Wasser kristallisiert, von denen 
jedoch Lë Mol. erst beim Schmelzen entweicht, während 1%, Mol. schon 
bei 100° unter den obigen Verhältnissen abgegeben werden. 

Dieses Verhalten des Kristallwassers hat auch zu Schwierigkeiten 
in der Molekulargewichtsbestimmung nach der Methode von Eijkmann, 
‚welche mit Rücksicht auf die Lóslichkeiteverháltnisse und aus äußeren 
Gründen gewählt wurde, geführt. Da wegen des oben erwähnten Verhaltens 
des Kristallwassers Äsculin nicht unzersetzt, wasserfrei und infolgedessen 
eindeutige Resultate bei den Molekulargewichtsbestimmungen der wasserfrei 
gemachten Substanz erhalten werden konnten, wurde das Molekulargewicht 
an dem schön, also mit 2 Mol. Kristallwasser kristallisierten Äsculin bestimmt. 

0,0946 g Substanz in 26,8365 g Phenol gelöst, gaben eine 4 = 0,2, 
woraus sich ein Molekulargewicht berechnet für Ce Hefe + 2 H,O = 376, 
gefunden = 126. 

Wenn auch diese Art der Molekulargewichtsbestimmung einigermaßen 
kritisch betrachtet werden muß, dürfte dieser doch eine Bedeutung nicht 
abgesprochen werden können. Sie ergibt nämlich ungefähr ein Drittel 
des dem Äsculin mit 2 Mol. Wasser zukommenden Molekulargewichts 
und kann somit bis zu einem gewissen Grade als Bestätigung dafür auf- 
gefaßt werden, daß das Äsculin mit 2Mol. Kristallwasser kristallisiert. 

Da es sich beim Äsculin um eine optisch aktive Substanz handelt, 
wurde noch die Polarisation vorgenommen. 

Angewandt wurden 0,0284 g Substanz in 37 com Methylalkohol gelöst. 
Das spezifische Gewicht des Methylalkohols bei 11% = 0,799, spezifisches 
Gewicht der Lösung d = 0,801. Im 1dm-Rohr zeigte die Lösung eine 
Drehung = — 0,35. 


Hiernach ist [a] = — 146. 


Bezüglich des Nachweises kann erwähnt werden, daß alle für Äsculin 
als charakteristisch angegebenen Reaktionen vom synthetischen Äsculin 
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gegeben werden, wie es auch in bezug auf die Löslichkeitsverhältniss 
mit dem natürlichen übereinstimmt. Es reagiert schwach sauer, löst sicl 
sehr wenig in kaltem Wasser, leichter in heißem, sehr leicht in Alkohol 
Methylalkohol, Essigäther, Eisessig; es löst sich ferner leichter in Alkalier 
als in Wasser, ist unlöslich in absolutem Äther und in Benzol. Beim Digerierer 
in verdünnter Salzsäure zerfällt es in Glykose und Äsculetin; es zersetz 
sich bei Temperaturen über den Schmelzpunkt. Mit Chlorwasser färb: 
sich die wässerige Äsculinlösung rosa. Äsculin in wenig konzentrierte 
Schwefelsäure färbt sich auf Zusatz von Natriumhypochloritlösung intensiv 
violett. Auf die übrigen Reaktionen erübrigt sich einzugehen, da sie bereit: 
oben erwähnt wurden. 

Lediglich eine Eigenschaft muß noch besonders hervorgehoben 
werden, das ist die der Fluoreszenz. Bezüglich des natürlichen Äsculin: 
wird angegeben, daß die wässerige Lösung blau fluoresziert. Die Fluoreszen: 
verschwindet auf Zusatz von Säure und wird durch Zusatz von Alkalien 
wieder hergestellt. Borrisow (20) hat gezeigt, daß Äsculin bei der Tem: 
peratur ‘der flüssigen Luft einen Teil der aufgenommenen Lichtenerg« 
in latenter Form behält, um sie dann bei Temperaturerhöhung wieder 
auszustrahlen. 

Perrin (21), der bei seinen Untersuchungen über die Fluoreszenz 
auch das Äsculin in den Kreis seiner Betrachtungen zog, stellte im allgemeinen 
die Hypothese auf, daß die Fluoreszenz keine dauernde Eigenschaft der 
Stoffe ist, sondern nur im Moment ihrer Zerstörung auftritt. Nur im 
Moment der chemischen Umwandlung fluoresziert das Molekül. Änderungen 
der Temperatur und der Viskosität sind auf die Fluoreszenz der organischen 
Stoffe ohne Einfluß. Bei den organischen Stoffen ist das ganze Molekül 
an der Fluoreszenz beteiligt. Man hat zu unterscheiden: die Lichtabsorption, 
die der Lösung von Valenzen entspricht, und die Aussendung von Licht, 
die der Bildung neuer Moleküle gleichkommt. Die chemische Theorie der 
Fluoreszenz glaubt er durch die Beobachtung unterstützt, daß die Licht- 
emission nicht der Konzentration des aktiven Stoffes proportional ist, 
sondern für eine gewisse Konzentration ein Maximum hat. Für dieses 
maximalo Fluoreszenzvermógen wird eine Erklärung gegeben. Jenseits 
einer gewissen Verdünnung bleibt die Fluoreszenz einer gegebenen Masse 
konstant, indem das Fluoreszenzvermögen hier einen Grenzwert erreicht hat. 

Solange die Konzentration groß ist, ist die Fluoreszenz schwach 
aber dennoch vorhanden und die Substanz wird langsam zerstört. Wenn 
sich dann die Konzentration verkleinert, wächst das Fluoreszenzvermögen, 
bis das Optimum erreicht ist, worauf die Gesamtfluoreszenz bis. zur voll- 
ständigen Zerstörung der fluoreszenten Substanz abnimmt. Unter den 
gewöhnlichen Bedingungen der Schichtdicke und der Beleuchtung sind 
diese Erscheinungen erst im Verlaufe von Jahren zu erwarten, im Ultra- 
mikroskop lassen sie sich aber leicht verfolgen. Ohne auf diese Hypothesen 
zu reflektieren, soll hier nur angeführt werden, daß das synthetische Ásculin 
keine bzw. zumindest keine nennenswerte Fluoreszenz zeigt. Es wurde nun 
untersucht, wie sich die methylalkoholische Lösung des natürlichen Ásculins 
beim Fraktionieren bezüglich der Fluoreszenz verhält; es zeigte sich, dad 
das Fluoreszenzvermögen mit dem Auskristallisieren der schwerstlöslichen 
Anteile abnimmt und in der letzten Fraktion am geringsten ist. 

Es scheint daher nicht unwahrscheinlich, wenn angenommen wird, daß es 
sich bei den Fluoreszenzerscheinungen des Äsculins überhaupt nicht um 
Ásculin, sondern um Zerfallsprodukte oder Verunreinigungen desselben 
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handelt, wenigstens wiirde der Fraktionierungsversuch mit dem natúr- 
lichen Ásculin diese Meinung stützen und der nahezu völlige Mangel des 
Fluoreszenzvermögens beim synthetisch dargestellten Äsculin in diesem 
Sinne gedeutet werden müssen. Längere Beobachtungen liegen darüber 
noch nicht vor und weitere Untersuchungen zur Klärung dieses Problems 
sind aus Materialmangel nicht unternommen worden. 

Der Mangel der Fluoreszenz beim synthetischen Äsculin könnte aller- 
dings auch darin seinen Grund haben, daß es sich bei diesem um eine isomere 
Form des Äsculins handelt, dem aber kein Fluoreszenzvermögen zukommt; 
dem widerspricht aber wiederum der Umstand, daß der Schmelzpunkt 
des synthetischen Äsculins mit dem des natürlichen übereinstimmt. Es 
kann für die Annahme der Fluoreszenz auch noch die Möglichkeit von 
Verunreinigungen mit verwandten Verbindungen in Betracht gezogen 
werden. Tunmann (22) hat auf Grund seiner Mikrosublimationsversuche 
behauptet, daß Äsculin in Gelsemium vorkommt. Seine Angaben sind 
aber von Tutin (23) dahin richtig gestellt worden, daß es sich bei dem blau 
fluoreszierenden Prinzip von Gelsemium um Scopeletin, d. i. Methyl- 
äsculetin, handelt. Es ist nicht ausgeschlossen, daß auch der Methylgruppe 
in dieser Beziehung eine Bedeutung zukommt. 


In praktischer Hinsicht muß gefolgert werden, daß das synthe- 
tische, frisch dargestellte Äsculin für die Zwecke, wo sein Einfluß auf 
die ultravioletten Strahlen des Spektrums in Frage kommt, nicht ver- 
wendet werden kann, da diese Eigenschaft jedenfalls mit dem 
Fluoreszenzvermögen in Zusammenhang steht. 
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Uber die Synthese des Gluco-protocatechualdehyds. 


Von 


E. Glaser und $. Ueberall. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der hygienischen Untersuchungs- 
anstalt des Volksgesundheiteamtes Wien.) 


(Eingegangen am 10. März 1923.) 


Die Rolle, die die Glykoside im Pflanzenkörper spielen, ist noch 
nicht sichergestellt. | 


Ihr Auftreten und ihre Verteilung dortselbst unterliegen beträchtlichen 
Schwankungen. Bei Pflanzen, die gleichzeitig Alkaloide und Glykoside 
enthalten, scheinen zu gewissen Jahreszeiten die einen oder die anderen 
zu überwiegen. Ob Beziehungen zwischen beiden bestehen, etwa in dem 
Sinne, daß die Glykoside Reservestoffe für die Pflanzen darstellen, die 
dem Abbau unterliegen, und die Alkaloide die abgebauten Schlacken nach 
erfüllter Bestimmung im Leben der Pflanzen bedeuten, scheint nicht ganz 
unmöglich. 

Auch bezüglich der Bedeutung, die die Glykoside in dem zum mensch- 
lichen Genusse bestimmten Pflanzen einnehmen, finden sich nur spärliche 
Angaben. Wurzel und Blätter der Cichorie finden schon seit langer Zeit 
als Nahrungsstoff und Genußmittel Verwendung. Ihr Wert als Nahrungsstoff 
ist durch den hohen Inulingehalt bedingt, während sie die Eigenschaft 
des Genußmittels dem Bitterstoff verdankt. Gelegentlich einer Unter- 
suchung erwies sich der Bitterstoff der Cichorie nach Grafe (1) als Abbau- 
und Umwandlungsprodukt des Inulins. Dieser Autor versuchte auch den 
natürlichen Bitterstoff darzustellen, kam aber zu keinem analysenreinen 
Produkt. Immerhin lieferten die Untersuchungen das Ergebnis, daß es 
sich nicht um ein Alkaloid oder um einen Gerbstoff handelt, sondern um 
ein Glykosid, dessem Nichtzuckerkomponente wahrscheinlich Protocatechu- 
aldehyd ist. 

Es würde sich demnach in diesem Falle um ein Oxyaldehydglucosid 
handeln, von denen eine ganze Reihe in der Natur vorkommen und von 
denen z. B. das Helicin, das Glykosid des Ortho-oxybenzaldehyds auch 
synthetisch aus Salicylaldehyd und Acetochlorglucose von Michael (2) 
gewonnen wurde. Das Isomere hiervon, das Salinigrin, hat Jowett (3) 
aus der Schwarzweide dargestellt. Synthetische Versuche in dieser Hinsicht 
hat schon Tiemann (4) ausgeführt, indem er durch Kondensation des 
Glucovanillins mit Aceton das Glucoferulasäuremethylketon darstellte. 
Mauthner (5) wandte das für die Synthese der Glucoside der Phenolcarbon- 
säuren von ihm benutzte Verfahren auf die Oxyketone an, stellte Oxyketon- 


E Glaser u. S. Ueberall: Synthese des Gluco-protocatechualdehyds. 193 


zlucoside dar und befaßte sich weiterhin auch mit der Synthese von Oxy- 
alddehydglucosiden. So kondensierte er den Paraoxybenzaldehyd in alkali- 
sener Lösung mit -Acetobromglucose zum Tetraacetylglucoparaoxybenz- 
aldehyd und stellte durch Verseifen mit Barytlauge den Glucoparaoxybenz- 
aldehyd (6) dar, der zwar im Pflanzenreiche noch nicht aufgefunden wurde, 
aber von dem es in hohem Grade wahrscheinlich ist, daß er sich in demselben 
vorfindet. Es wäre daher anzunehmen, daß sich auch ein Glucosid mit 
Protocatechualdehyd etwas nach diesem Verfahren von Mauthner (7) 
darstellen läßt, um nach Kenntnis der Eigenschaften dieses synthetischen 
(«lucosides seine Isolierung aus Pflanzenstoffen leichter zu bewerkstelligen. 


Schon Mauthner befaßte sich anknüpfend an früher synthetisch 
von ihm gewonnene Glykosidsáuren mit der Protocatechusäure zu 
lem Zwecke, um einen neuen Vertreter der Glykoside der Phenol- 
earbonsäuren darzustellen. Er wählte hierzu das bei der Darstellung 
der Glucosyringasäure benutzte Verfahren und ging zur Ausführung 
dieser Synthese vom Protocatechusäuremethylester aus. Er konden- 
sierte denselben in wässerig acetonischer Lösung bei Gegenwart von 
NaOH mit Acetobromglucose zum Tetraacetylglucoprotocatechusäure- 
methylester. Beim längeren Stehenlassen desselben mit einer verdünnten 
Bariumhydroxydlósung wurden dann nicht nur die Acetylgruppen, 
sondern auch die an der Carboxylgruppe haftende Methylgruppe ver- 
æift, und er gelangte auf diesem Wege zur Glucoprotocatechusäure. 
Von der Protocatechusäure ist ja bekannt, daß sie ebenso wie ihre 
Mono- und Dimethylierungsprodukte, die Vanillin- und Veratrumsäure, 
in Pflanzenfrüchten und Samen vorkommen. 


Das Ausgangsmaterial wurde anfangs selbst dargestellt. Zur Dar- 
stellung nach Fittig und Remsen (8) wurde vom Piperonal ausgegangen 
und auf 200° mit verdünnter HCl erhitzt. Die Ausbeute war aber derart, 
daß es vorteilhafter war, das Ausgangsmaterial von Kahlbaum zu beschaffen. 
Zur Darstellung der Acetobromglucose, die zur Synthese noch notwendig 
war, wurde der bewährte Weg über die Pentaacetylglucose wegen der 
besseren Ausbeute eingeschlagen. Die Pentaacetylglucose (9) wurde durch 
Erhitzen von Traubenzucker, Essigsäureanhydrid und Natriumacetat 
dargestellt, dieselbe dann mit Eisessigbromwasserstoff (bezogen von 
Kaklbaum nach E. Fischers Empfehlung) behandelt, zwei Stunden stehen ge- 
lassen, mit Eiswasser versetzt und mit Chloroform ausgeschüttelt. Das 
Unloroform wurde mit CaCl, getrocknet, eingeengt und dann mit Benzin 
ausgefállt. Da die Acetobromglucose gegen Feuchtigkeit und Licht empfind- 
lich ist, wurde jeweilig immer nur so viel dargestellt, als zu dem betreffenden 
Versuch notwendig war. Die Kristalle waren sehr schöne, weiße Büschel 
vom Schmelzpunkt 88 bis 89° und brauchten nicht weiter umkristallisiert 
zu werden. 


Bezüglich der Synthese wurde sich besonders im Anfange streng 
an die Vorschriften von Mauthner, die er in mehreren diesen Gegen- 
stand betreffenden Arbeiten niedergelegt hat, gehalten. 

0,65g NaOH oder 1,16g KOH wurden in 9,2ccm Wasser gelöst, 
die Lösung wurde erkalten gelassen und in dieselbe dann unter fortwähren- 
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dem Rühren 3g Protocatechualdehyd langsam bis, zur vollkommenen 
Lösung eingetragen; ebenso wurden 2,33 g Acetobromglucose in 9,2 cen: 
Aceton gelöst und beide Lösungen miteinander vermengt. Die entstandene 
Mischflüssigkeit hatte gewöhnlich schon eine homogene Beschaffenheit; 
war sie nicht schon homogen, so mußte sie durch Zugabe von Wasser oder 
Aceton in eine solche Flüssigkeit überführt werden. Als Anhaltspunkt 
hierfür diente eine ölige Schicht am Rande oben für die Zugabe von Wasser: 
das Auftreten einer Trübung wiederum verlangte die Zugabe von Aceton. 
Es genügte dann, die hemogen gemachte Flüssigkeit 5 Stunden stehen zu 
lassen. Im Vakuum wurde das Aceton verdunsten gelassen und hierauf 
die zurückbleibende Flüssigkeit mit 300 ccm Eiswasser versetzt; das neu- 
gebildete Produkt wurde auf diese Weise rasch in gelben Nadeln zum Aus- 
fällen gebracht. Zuweilen entsteht eine amorphe oder eine harzige Masse. 
In diesem Falle wird Aceton bis zur Auflösung hinzugefügt und die klare 
Lösung nochmals mit H,O gefällt. 

Nach dem Absetzen wird der kristallinische Niederschlag abfiltriert 
und mit kaltem Wasser so lange gewaschen, bis das Waschwasser keine 
Spur von alkalischer Reaktion mehr aufwies. Der kristallinische Niederschlag 
wurde mit Filtrierpapier abgepreßt und mit Tierkohle aus Äthylalkohol 
umkristallisiert. Es entstehen weiße, schöne Nadeln vom Schmelzpunkt 179 
bis 180° in einer Ausbeute von 60%. Dieselben erwiesen sich sehr leicht 
löslich in Alkohol, Methylalkohol, Aceton, Essigäther, schwerer in Chloroform 
und unlöslich in Wasser, Äther, Benzol und Benzin, leicht löslich dagegen 
auch in verdünnten Alkalien. 

Die Reaktion kommt in nachfolgender Gleichung zum Ausdruck: 


C,H,(CH),COH +C,,H,90,Br + KOH = KBr + H,0 + Gaata: 
das letztere ist das erwartete Protocatechualdehydglucotetraacetat, für 
welches die Struktur, auf die noch später bei der Besprechung des Gluco- 
protocatechualdehyds zurückgekommen werden wird, 


COH 
HO” ke H 
HC. COH 
N Ba RE 
Log DÉI | 
COH,CH,O,(CH,CO), 


angesprochen werden kann. Es wurden nun daraufhin die Reaktionen 
angestellt, und es zeigte sich, daß nach Spaltung mit HCl alkalische Kupfer- 
sulfatlösung reduziert wurde und daß Glucoprotocatechualdehydtetra- 
acetatlösung auf Zusatz von Eisenchloridlösung bei längerem Erhitzen 
eine blutrote Färbung gab. 

Die vorgenommene Analyse ergab nachstehende Zahlen: 


I. 0,1051 g Substanz gaben 0,2067g CO, und 0,0483 g H,O. 


II. 0,1423g m »,  0,2801g CO, ,, 0,0658g H,O. 
Berechnet für C,, H4018 Gefunden I. TI. 
Coi a ads DOS O 53,64 % 53,68 %, 
E a 0.5 rd 2 951705 5,15% 5,18%, 


Nachdem es sich bei dem Protocatechualdehyd um ein Dioxyaldehyd 
handelt, wäre immerhin die Möglichkeit vorhanden, daß eventuell zwei 
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Glucotetraacetatreste in denselben hereintreten. Obwohl nur äquimolekulare 
Mengen von Protocatechualdehyd und Acetobromglucose, letztere im 
Überschuß, aufeinander einwirken gelassen wurden, ist dennoch die quanti- 
tauve Bestimmung der Acetylgruppen vorgenommen und dieselbe nach 
der Methode von Wenzel (10) durchgeführt worden. 

0,2 g Substanz wurden mit verdünnter H,SO,(3:2) verseift und 30 ccm 
r 10 KOH vorgelegt. Für die überdestillierte Essigsäure wurden 18,5393 ccm 
KOH verbraucht, woraus 0,0797 g CH,CO in gewogener Substanz ermittelt 
wurde. Daraus lassen sich 4,8 Acetyle errechnen. 


Obwohl das Glucoprotocatechualdehydtetraacetat auch so schon 
»indeutig bestimmt war, wurde auch noch die Molekulargewichtsbestimmung 
nach Eijkmann vorgenommen: 0,0512g Substanz in 10,193g Phenol 
zelóst, gaben 4 = 0,076°, woraus sich ergibt: Molekulargewicht berechnet 
für Co H,,0,2 = 468, gefunden = 475,9. 

Es wurde nun noch die optische Untersuchung vorgenommen und 
hierzu die alkoholische Lösung des Tetraacetats verwendet. 0,1016 g 
Substanz wurden in 15 ccm Äthylalkohol gelöst. Das spezifische Gewicht 
des Äthylalkohols bei 11° = 0,8249, das spezifische Gewicht der Lösung 
i= 0,8258. Im 1 dm-Rohre zeigte die Lösung eine Drehung « = — 0,25. 


11 _ 100.2 100 . 0,25 2 
D ` 1.p.d ” 1.0,6114. 0,8258 ` 
Um nun zum Glucoprotocatechualdehyd zu gelangen, wurde nach 
dem Vorgange von E. Fischer (11) und seiner Mitarbeiter das Glucotetra- 
wetat in alkoholischer Lösung mit trockenem Ammoniakgas zu verseifen 
versucht. Es wurde lg Tetraacetat in 160 ccm Äthylalkohol suspendiert 
und unter Eiskühlung mit Ammoniakgas gesáttigt. Nach 2 bis 3 Stunden 
trat vollständige Lösung ein. Im Vakuum wurde der NH, abgesaugt, 
bis auf 20 cem eingeengt und mit Äther versetzt, worauf weiße Kristalle 
ausfielen, die sehr hygroskopisch waren und haltbar sich nicht gut dar- 
stellen ließen. Wir kehrten daher zur alten bewährten Methode der Ver- 

selfung mit Bariumhydroxyd zurück. 

3g Tetraacetat wurden mit einer Lösung von 10g Bariumhydroxyd 
in 105 ccm H,O 24 Stunden bei gewöhnlicher Temperatur stehen gelassen. 
Es wurde dann durch CO, das Barium ausgefällt, das ausgeschiedene 
Bariumcarbonat abfiltriert und der Niederschlag mit Wasser gut aus- 
gewaschen. Die Reste des Ba(OH), im Filtrate wurden dadurch beseitigt, 
daß mit verdünnter H,SO, neutralisiert wurde. Nach dem Abfiltrieren ” 
und Behandeln mit Tierkohle wurde im Vakuum bei niedriger Temperstur 
his zur Trockene eingeengt und der Rückstand mehrmals mit Essigester 
ausgezogen, wobei beim Auskristallisierenlassen schöne, weiße, hygroskopische 
Nadeln vom Schmelzpunkt 73 bis 74% resultierten. Ausbeute etwa 50%. 
Diegelben waren leicht löslich in Wasser und Alkohol, wenig löslich in Essig- 
ester, unlóslich in Benzol, Äther, Aceton und Benzin. 


Bei der Elementaranalyse gaben: 


I. 0,1237 g Substanz 0,2348 g CO, und 0,0610 g H,O. 
I. 0,13922g _ ,„  0,2644g CO, ,, 0,0697 g H,O. 


Hiernach ist («] = — 49,5. 


Berechnet für C,¿H,¿05, sefunden I. II. 
o TAT E . 51,98%, 51,77%, ' 51,80% 
| E . 5,37% 5,53%, 5,61 %, 
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Die Molekulargewichtsbestimmung wurde mit der Gefrierpunkts- 
erniedrigung nach Beckmann vorgenommen. 0,4810 g Substanz in 20 ccm 
H,O gelöst, gaben eine 4 = 0,149. Das Molekulargewicht berechnet für 
C,3H,¡¿0, = 300, gefunden = 298,6. ! 


Es wurde nun auch das polarimetrische Verhalten der Substanz geprüft. 
0,4810 g Substanz wurden in 20 ccm H,O gelöst. 


Das spezifische Gewicht des Wassers bei 11° = 0,9996. Das spezifische 
Gewicht der Lösung beträgt d = 1,009. Im 1dm-Rohr zeigte die Lösung 
a = — 0,87%. Somit ist 

11 100, x 100 . 0,87 
el = 5 =g. p.a ~ i2384. 1009 7 T 362 

Was die Reaktion anlangt, so soll diesbezüglich noch folgendes erwähnt 
werden. Der Glucoprotocatechualdehyd sowie das Glucoprotocatechu- 
tetraacetat reagieren schwach sauer. Während Eisenchloridlösung mit 
Protocatechualdehyd eine Grünfärbung gibt, wird der Glucoprotocatechu- 
aldehyd durch dieselbe gelb gefärbt. Das Glucosetetraacetat zeigt dadurch 
keine Veränderung, erst beim längeren Erhitzen gibt die Lösung die blutrote, 
auf Essigsäure hindeutende Färbung. Basisches Bleiacetat gibt sowohl 
mit dem Protocatechualdehyd als auch mit dem Glucoprotocatechualdehyd 
einen gelben Niederschlag, das Tetraacetat zeigt nur eine leichte Trübung; 
durch neutrales Bleiacetat wird nur bei den ersten beiden eine Trübung 
erzeugt, während das Tetraacetat unbeeinflußt bleibt. Beim vorsichtigen 
Erhitzen in alkalischer Lösung wird Fehling nicht reduziert; nach Spalten 
durch Kochen mit Säure wird sowohl durch das Glucoprotocatechutetra- 
acetat als auch durch den Glucoprotocatechualdehyd Fehling reduziert. 
Durch den Glucoprotocatechualdehyd wird auch eine Reduktion der 
ammoniakalischen Silberlósung erzielt. 


Da unser Glucosid linksdrehend ist, so war noch von Interesse, das 
Verhalten desselben gegenüber Emulsin festzustellen. Dieses wird als 
wertvolles Reagens für eine ganze Gruppe von Glykosiden benutzt, da 
alle durch Emulsin spaltbaren Glucoside linksdrehend sind und von der 
d-Glucose sich ableiten. Bourquelot (12) hat ja mit dieser biochemischen 
Methode in verschiedenen Pflanzen den Nachweis über das Vorhandensein 
eines Glykosides geführt. 


Bei Behandlung der wässerigen Lösung des linksdrehenden und Fehling- 
sche Lösung nicht reduzierenden Glucoprotocatechualdehyds mit Emulsin, 
wobei der von Zemplen (13) angegebene Vorgang eingehalten wurde, zeigte 
es sich, daß das durch Emulsin hydrolysierte Glucoprotocatechualdehyd 
im Polarimeter rechtsdrehend geworden ist und Fehlingsche Lösung 
reduzierte. Es handelte sich also bei diesem Glucoprotocatechualdehyd 
um ein f$-Derivat. Im vorliegenden Falle zeigen 0,4810g Glucoprotocatechu- 
aldehyd nach dreitägiger Behandlung mit 0,2239 g Emulsin eine Drehung 
= + 0,12%. In dieser Zeit war das Glykosid jedoch noch nicht vollkommen 
aufgespalten. 





Es bleiben nun noch einige Worte bezüglich der Struktur des 
Glucoprotocatechualdehyds zu sagen. Ee ist anzunehmen, daß der 
Glucoserest, wie bereits oben bei der Anführung der Strukturformel 
angegeben ist,'bei der Hydroxylgruppe, die in Parastellung zur r Aldehyd- 
gruppe sich befindet, „eingetreten ist. 
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Die Struktur wird sich demnach, wie die nachstehende Formel 


zeigt, darstellen. 
COH 
C 
e ba 
HO, Jon 


0—C, H,105 

Hierfúr spricht das analoge Verhalten anderer derartiger Ver- 
bindungen, außerdem aber auch die Reaktion des Glucoprotocatechu- 
aldehyds gegen Eisenchlorid. Das Glucoprotocatechualdehyd gibt 
nämlich mit Eisenchloridlösung eine gelbe Färbung, wie die Isovanillin- 
sáure und die Glucoprotocatechusäure, während Vanillinsäure eine 
solche nicht gibt. Ein weiterer Strukturbeweis wurde wegen Material- 
mangel nicht vorgenommen. 
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Zur Kenntnis der Glycerophosphatase der Pflanzensamen. 1l. 
Von 
Antonin Němec. 


(Aus dem biochemischen Institut der Staatlichen Versuchsanstalten für 
Pflanzenproduktion in Prag.) 


(Eingegangen am 16. März 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die erste Aufgabe, welche ich mir bei den Studien über die Glycero- 
phosphatase im Pflanzenorganismus gestellt habe, war zu erforschen, 
wieweit dieses Enzym im Organismus der ruhenden Pflanzensamen 
verbreitet ist. Es hat sich herausgestellt, daß die Glycerophosphatase 
in den Pflanzensamen weit verbreitet ist und daß verschiedene Samen 
ein recht verschiedenes Spaltungsvermögen zeigen!). Ich habe damals 
die der Prüfung unterzogenen Samen in drei Gruppen geteilt, welche 
annähernd einen verwandten Spaltungsbereich umfaßten, und zwar 
in die vorwiegend stärkehaltigen, welche die geringste Enzymwirkung 
aufwiesen, weiter in die eiweißreichen Pflanzensamen mit einer mittleren 
und endlich in die fett- bzw. ölreichen Samen, welche die stärkste 
enzymatische Spaltungsfähigkeit verursachten. 

Schon diese grobe Einteilung der Pflanzensamen nach der Inten- 
sität der Glycerophosphatwirkung läßt vermuten, daB die chemische 
Beschaffenheit der Reservestoffe des Samens bei der Enzymwirkung 
eine wichtige Rolle spielen kann. Die bei der Autolyse von den Reserve- 
stoffen. des Samens freigewordenen Salzionen, Fett- und Amino- 
säuren usw. müssen bei verschiedenen Samen sehr abweichende Reak- 
tionsbedingungen für die Enzymspaltung bilden, welche ohne Zweifel 
die Geschwindigkeit der Glycerophosphatspaltung tiefgreifend ver- 
ändern müssen. 

Eine der wichtigsten Bedingungen für den Verlauf jeder Enzym- 
reaktion ist der schon seit Kjeldahls Zeiten bekannte hervorragende 
Einfluß der Azidität bzw. Alkalität des Reaktionsgemisches. Die 
ersten exakten Arbeiten über den Einfluß der Azidität auf die Wirkung 
der Fermente sind von S. P. L. Sörensen?) ausgeführt worden, nach- 

1) 4. Nemec, diese Zeitschr. 93, 94, 1919. 

2) S. P. L. Sörensen, diese Zeitschr. 7. 45, 1907; 21, 131, 1909; s. auch 
Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration 1914, S. 58. 
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dem der Begriff der Aziditát als Wasserstoffionenkonzentration definiert 
war. Sorensen zeigte, daß ein Ferment die gleiche Wirkung ausübt, 
wenn es sich bei einer ganz bestimmten Wasserstoffionenkonzentration 
befindet, gleichgültig, durch welchen Puffer die Azidität hergestellt sei und 
gleichgültig, welche Konzentration die anderen Ionen der Lösung haben. 

Die grundlegende Rolle, welche man dem Einfluß der Wasserstoff- 
ionenkonzentration auf die Wirkung der Fermente zuschreiben muß, 
hat mich veranlaßt, die Beziehungen zwischen dem Säuregrade der 
Samenextrakte und der Glycerophosphatasewirkung näher kennen- 
zulernen. Die ersten orientierenden Versuche wurden derart angestellt, 
daß die Gilycerophosphatasewirkung eines und desselben Samen- 
mehles in einer Reihe Glycerophosphatlösungen von verschiedenem 
Schwefelsäuregehalt verfolgt wurde. Auf diese Weise wurden Ver- 
suche mit der Sojabohne und Mais in Substratreihen ausgeführt!), 
welche ergaben, daß das Aziditätsoptimum einer etwa n/600 Säure 
entspricht. Aus diesen Versuchen geht weiter hervor, daß die Glycero- 
phosphatase gegen Alkalien sehr empfindlich’ ist; schon bei geringen 
Konzentrationen Alkalilauge wird die Spaltungsfähigkeit des Enzyms 
stark herabgesetzt bzw. gänzlich verhindert. 


Tabelle I. 
Versuche mit Zea-Mais. 


5g Samenmehl in 100 ccm 1,5proz. Lösung Kaliumglycerophosphat mit 
wechselndem Alkali- bzw. Säuregehalte und 5cem Toluol bei 25°C im 

















Brutschrank. 
Kalilauge bzw. Schwefel» | Menge P ),, abgespalten Kalilauge bzw. Schwefel. | Menge VIE, PO, abgespaltcn 
säure in 100ccm in 100 ccm Lösung nach säure in 100 ccm ccm Lösung nach 
Reaktionsflüssigkeit 43 Stunden Reaktionsflüssigkeit Stunden 
g g mg 
005661 KOH | 0,0815 H, SO, d 142,58 
0,0374 | 0,1141 156,41 
0,0187 ¡ 0,1630 | 184,34 
0,6062 0,2445 203,79 
= 0,2771 116,99 
0,0081 H, SO, 0,3097 37,00 
0,0163 0,3856 24,62 
0,0326 0,4075 7,91 
0,0489 | 





Versuche ner die natürliche Azidität der Samengewebe und ihre Glycero- 
phosphatasewirkung. 

In weiteren Versuchsreihen wurde 1. die natürliche Azidität des 

Reaktionsmediums nach der Samenautolyse im Wasser und 2. die 


- Spaltungsfähigkeit der Glycerophosphatase verschiedener Samen be- 
stimmt. 





1) A. Nemec, Bull. Soc. chim. de France (4) 27, 153, 1920. 
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Tabelle II. 
Versuche mit Glycine hispida. 
5g Samenmehl in 10 ccm lproz. Kaliumglycerophosphatlösung 
mit wechselndem Gehalte zugesetzter Kalilauge bzw. Schwefelsäure und 
5ccm Toluol 48 Stunden bei 25°C im Thermostaten. 


Kalilauge bzw. Schwefel» Menige pr pa Kalilauge bzw. bzw. Schwefel. in 106 oem abgespalten 
sung na 


säure in 100 ccm ccm Lösung nach säure in 100 ccm 


























a EEES een Stunden 
REISE A u 
0,0280 KOH 276,85 
2 2445 283,87 
0,04075 H,SO, 157,18 
0,0815 41,46 


Die Versuchsergebnisse sind im Diagramm Abb. 1 graphisch dargestellt. 


L Die Autolysereihen bei diesen Versuchen wurden folgenderweise 
angestellt: 5 g feingemahlener nichtentschälter Samen wurden mit 100 ccm 
destillierten Wassers gemischt und nach Zusatz von 2 ccm Toluol 48 Stunden 

im Thermostaten bei 27°C 


+ der Autolyse überlassen. 
Nach Verlauf von dieser 
Zeit wurde der Versuch 
ei durch Filtration des Re- 
An aktionsgemisches abge- 
brochen und im abge- 
messenen Teile des Filtrats 
die wasserlösliche Phos- 
| phorsäure nach der schon 
früher!) angegebenen Me- 
| thode bestimmt. Gleich- 
zeitig wurde die Wasser- 
| stoffzahl der Flüssigkeit 
mit der kolorimetrischen 
Methode von Michaelis!) 
in folgender Weise fest- 
gestellt: 


6ccm des Filtrats 
wurden im Reagenzglas 
mit 1 ccm einer der vier Ín- 
mg KOH E ERE SER A dikatorenstammlósungen 
Abb. 1. (m-Nitrophenol, p-Nitro- 
Ä phenol, %-Dinitrophenol 
und «-Dinitrophenol) vermischt. In der Dauerreihe desjenigen Indi- 
kators, der in der geprüften Lösung weder ganz farblos, noch maximal 
gelb gefärbt wird, wurde dasjenige Röhrchen herausgesucht, welches die 
gleiche Farbtiefe zeigte, bzw. wurde zwischen zwei benachbarten Röhrchen 
der festen Röhrchenskala interpoliert. Die Verfärbung der Autolyselösung 
wurde durch Einschalten eines weiteren Röhrchens mit 6 ccm der geprüften 
Flüssigkeit und 1 ccm destillierten Wassers (in dem durch Walpole speziell 
für die kolorimetrischen Bestimmungen konstruierten einfachen Kolorimeter) 
ausgeschaltet. 


1) L. Michaelis, diese Zeitschr. 109, 165, 1920. 
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2. Die Substratreihen, in welchen die eigentliche Glycerophosphatase- 
wirkung verfolgt wurde, wurden derart angestellt, daß 5g Samenmehl 
mit 100 ccm lproz. Lösung des Natriumglycerophosphats und 2 ccm 
Toluol versetzt wurde; nach 48 Stunden wurde wieder die Enzymwirkung 
durch Abfiltrieren der Flüssigkeit und Ausfällung der freigewordenen 
Phosphorsáure mit der ammoniakalischen Magnesiamixtur im aliquoten 
Teile des Filtrats eingestellt. Vorher wurde gleichzeitig die Konzentration 
der Wasserstoffionen mit Hilfe der oben beschriebenen Methode bestimmt. 

Die Resultate dieser Versuchsreihen sind in der folgenden Tabelle III 
zusammengestellt. 


Tabelle III. 


Der Aziditätsgrad verschiedener Samen und die Wirkung 
der Glycerophosphatase. 





Menge Bak in mg, abgespalten in 
100 ccm der Reaktionsflüssigkeit 






Konzentration der | 
Wasserstoffionen in PH. 


















SE Autol Sub Autol Substr 
s als e s . 

cr kl 
Hordeum distichum . . 6,4 7,3 32,91 67,97 35,06 
Pinus silvestris . . . . 6,1 7,1 15,56 58,48 42,92 
Pisum sativum .... 6,3 7,0 35,29 93,13 57,84 
Brassica napus .... 6,1 6,9 34,57 113,54 78,97 
Vicia Faba ...... 5,4 6,8 50,00 138,84 88,84 
Lens esculenta .... 5,55 6,75 22,90 112,70 89,80 
Triticum sativum . . . || 5,6 6,7 23,47 128,00 104,53 
Sinapis alba. ..... 4,7 6,7 63,58 156,92 103,34 
Lupinus lutens .... 4,8 5,15 31,45 166,63 135,18 
Chelidonium majus . . 5,65 6,7 46,68 151,18 104,50 
Zea Mayas . ...... 6,45 6,65 27,42 137,83 110,41 
Panicum miliaceum . , 4,7 6,6 30,61 136,89 106,28 
Datura Stramonium . . 5,4 6,45 42,10 180,73 138,63 
Papaver somniferum . 6,0 6,45 38,40 168,19 129,79 
Phaseolus vulgaris. . . 6,0 6,45 54,47 194,77 140,30 
Linum usitatissimum . 5,0 6,4 84,12 226,63 142,51 
Medicago sativa. . . . 5,0 6,35 ¡| 48,22 198,70 150,18 
Nicotiana Tabacum . . 4,8 6,35 51,35 206,25 154,90 
Panicum italicum . . . 4,2 6,3 40,19 | 209,44 169,25 
Polygonum fagopyrum . 5,8 6,1 - 42,60 225,80 183,20 
Lathyrus sativus ... 5,7 6,0 42,48 222,50 180,02 
Helianthus annuus .. 5,75 5,95 60,72 244,31 183,59 
Vicia sativa . .. .. . | 55 5,85 36,48 | 221,97 185,49 
Raphanus sativus . . , 5,4 5,7 64,81 233,90 186,09 
Melilotus officinalis . . 4,8 5,45 56,39 252,35 195,96 
Onobrychis sativa . . . 5,4 5,4 36,23 223,11 186,88 
Glycine hispida . . . . 4,4 52 46,47 203,09 156,62 
Avena sativa . . .. . 4,75 4,85 40,44 143,10 102,66 
Plantago media . . . . 4,2 4,65 24,72 48,22 23,50 


Aus den in der Tabelle 111 angegebenen Versuchen und aus der 
Aziditätskurve in Abb.2 ist ersichtlich, daß das Aziditátsoptimum 
der enzymatischen Glycerophosphatspaltung durch verschiedene Samen 
in dem Gebiet zwischen py = 5,5 bis py = 5,8 liegt. Als Mittel für 
das Aziditätsoptimum können wir py = 5,65 angeben. 
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Die im vorstehenden angegebenen Versuche úber die Beziehungen 
der natürlichen Aziditát zu der Wirksamkeit der Glycerophosphatase 
sind nun aber aus dem Grunde besonders interessewert, daß hier Samen- 
pulver von verschiedensten Pflanzen als Enzymsubstrat verwendet und 
die Tiefe der durch diese verursachten Glycerophosphatzersetzungen 
als Funktion der Azidität des Reaktionsmediums allein ausgedrückt 
werden konnte. Wenn man die Wirksamkeit des Enzyms auf Grund 
der Wasserstoffzahl des Reaktionsgemisches beurteilt, dann tritt die che- 
mische Beschaffenheit des Samens gänzlich in den Hintergrund, deun 
für das Ausmaß der Glycerophosphatspaltung ist bloß der Aziditälsgral 
des Reaktionsgemisches ausschlaggebend. 





Pu 73 11069606166 GW AI own ze 32 4 VAS 
Abb. 2. 


Die Glycerophosphatasewirkung der Pflanzensamen, unabhängig 
von der Samenart, hängt nur von dem p,,-Werte der Reaktionsflüssigkeit 
ab. Auf Grund dieser Versuchsergebnisse ist es nun sehr fraglich, ob 
man bei einer Samenart von einem bestimmten Enzymgehalt überhaupi 
zu sprechen berechtigt ist. Würde die Enzymreaktion durch eine be- 
stimmte, zwar bisher unbekannte, aber chemisch definierbare Enzym- 
verbindung verursacht, so könnte man nicht voraussetzen, daß diese 
Verbindung in jedem Samen in einer und derselben Gewichtsmengt 
anwesend ist. Vielmehr würde man sich vorstellen, daß verschiedene 
Samen eine verschiedene Gewichtsmenge dieser Substanz (das ist des 
Enzyms) enthalten. Wäre dies aber der Fall, d. h. würden verschiedent 
Samen eine voneinander verschiedene Menge Glycerophosphatase ent- 
halten, so wäre man nicht imstande, in unserem einfachen Zweikoor- 
dinatensystem die Beziehungen zwischen der Aziditát der Reaktions- 
flüssigkeit und der Geschwindigkeit der Glycerophosphatspaltung bei 
Samen verschiedenster Art und Herkunft durch eine verhältnismäßig 
einfache Aziditätskurve darzustellen, da in unseren Versuchen eine 
weitere Variante, die Gewichtsmenge des Enzyms in den Samen, für 
diesen Fall nicht konstant gehalten würde. 
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Es muß also in unserem Falle angenommen werden, daß entweder 
rrsthiedene Samen eine und dieselbe Gewichtsmenge einer chemisch 
Shneerbaren Enzymverbindung bisher unbekannter Konstitution ent- 
hallen, welche Glycerophosphate in Glycerin und ionisierte Phosphate - 
spaltet, oder man muß die Enzymspaltung auf anderem, nicht rein 
chemischen Wege auffassen. So kann man sich z. B. vorstellen, daß 
je enzymatische Reaktion durch physikalisch-chemische Zustände der 
Zellenstoffe zustande kommt, welche von dem Aziditätsgrade des hete- 
genen Systems abhängig sind. 

Wenn man die Enzymreaktion von diesem Standpunkte auffaßt, 
ist man auch nicht berechtigt, von einer Enzymbildung im Pflanzen- 
arganismus zu sprechen. Denn unter Enzymbildung stellt man sich 
eine Gewichtszunahme der in den Pflanzenzellen anwesenden Enzym- 
menge, z. B. während des Überganges von der Ruheperiode zur Keimung 
des Samens vor. Daß hier die Azidität die Wirkung der Enzyme tief- 
sreifend verändert bzw. reguliert, beweisen die Versuche von A. Bach 
und 4. Oparin!) über die Katalasebildung in keimenden Weizensamen, 
welche unlängst in dieser Zeitschrift publiziert wurden. Die Frage 
.der Enzymbildung während des Keimens der Samen habe ich hinsichtlich 
der Beziehungen zwischen dem Aziditätsgrade und der Aktivität der 
Enzyme eigenen Untersuchungen unterzogen, über welche ich später 
berichten werde. 

Zu den Versuchen in der Tabelle III muß noch hinzugefügt werden, 
daß die Aziditätskurve, welche die Beziehungen zwischen der Wasser- 
stoffzahl der Reaktionsflüssigkeit und der Glycerophosphatasewirkung 
darstellt, nur für vollwertigen, frisch geernteten, völlig keimfähigen Samen 
gültig ist. Samen mit abgeschwächter Keimfähigkeit bzw. keim- 
unfähige Samen zeigen eine geringere Enzymwirkung, als man nach 
dem Verlaufe der Kurve erwarten würde. Dies kann man aus der 
Tabelle IV ersehen, in welcher Versuche mit älteren Samen der Lupine 
und Rotklee angeführt sind. 








Tabelle IV. 

Versuche mit keimungsschwächeren Samen. 

ES = © Samenart 
Lupine i Rotklce 

Keimungsfähigkeit . . ..... 65% | 75% 
Azidität des Autolyseversuches . pu = 4,4 Pu = 4,3 
Autolysewert des P0O5. .. . . . 26,53 mg ' 62,51 mg 
Azidität des Substratversuches . Du = 6,0 | pyu = 6,1 


Enzymwirkung der Substratreihe 145,44 mg P,O, | 188,82 mg P,O, 
Glycerophosphatasewirkung.. . . 118,91 mg P,O, | 126,3] mg P,O 


5 
Theoret. erwartete Enzymwirkung etwa 185 mg D.O, | etwa 178 mg P,O, 
4. Bach und A. Oparin, diese Zeitschr. 134, 188, 1922. 
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Das natürliche Altern des Samens, durch allmählichen Verlust 
der Keimfähigkeit kundgegeben, wird durch innere chemische Ver- 
änderungen, unter anderem durch Steigerung der Azidität der Gewebe 
verursacht. Diese chemischen Veränderungen haben einen destruktiven 
Einfluß auf den Zustand der Zellenenzyme zur Folge, so daß der Same 
seine enzymatischen Eigenschaften allmählich verliert. Völlig keim- 
unfähige Samen zeigen trotz ihrer Lebensunfähigkeit eine zwar sehr 
herabgedrückte, aber doch merkbare Gilycerophosphatase wirkung. 
während die Atmungsenzyme praktisch gänzlich inaktiviert sind. 

Die Beziehungen zwischen dem Aziditätsgrade und der Enzym- 
wirkung in nicht vollwertigen, keimungsschwächeren Samen bedürfen 
eines weiteren eingehenden Studiums, da die zwei in meinen Versuchen 
vorgekommenen Fälle zu keiner endgültigen Schlußfolgerung berechtigen. 


Eine neue titrimetrische Bestimmungsmethode der Ameisensáure. 


Von 
L. Utkin-Ljubowzoff. 


(Aus der Abteilung für experimentelle Pathologie und Pharmakologie 
ces staatlichen Pharmazeutisch-Chemischen Forschungsinstitutes in Moskau.) 


(Eingegangen am 18. März 1923.) 


Im Verlaufe meiner Untersuchungen über die Rolle der Ameisen- 
siure bei biochemischen Abbauprozessen der Aminosäuren empfand 
ich es stets als größten Übelstand, insbesondere bei langen Reihen- 
versuchen, daß die Ameisensäure nicht auf volumetrischem Wege 
einfach, rasch und genau bestimmt werden konnte. Derartige Methoden, 
de auf Oxydation der Ameisensäure durch Permanganat, Brom- 
wasser und anderes mehr beruhen, sind allerdings bekannt geworden, 
jedoch ist ihre Anwendung nur bei reinen Lösungen möglich, und 
gerade bei biochemischen Arbeiten kommt es ja darauf an, einzelne 
Bestandteile in Gemischen zu bestimmen, in unserem speziellen Falle 
die Ameisensäure in Destillaten von Harn, Geweben, Bakterien- 
kulturen usw., wo sie stets von anderen flüchtigen Säuren, Alkoholen 
und dergleichen begleitet wird. Unter solchen Bedingungen hat sich 
nur die bekannte Skalasche Methode bewährt, bei welcher Sublimat 
durch die Ameisensäure bis zu Kalomel reduziert wird — aus der 
Kalomelmenge wird die Ameisensäure berechnet. Die Skalasche Methode 
wurde verschiedentlichen Modifikationen und Verbesserungen unter- 
worfen!) und kann nun als gänzlich ausgearbeitet betrachtet werden. 
Es ist ganz selbstverständlich, daß seinerzeit Versuche gemacht worden 
sind, diese gravimetrische Methode in eine volumetrische zu verwandeln 
[duerbach und Pludemann, Deniges?)]; augenscheinlich haben aber 
diese Versuche keine befriedigenden Resultate ergeben, denn diese 
titrimetrischen Methoden haben sich in der Praxis nicht einbürgern 
können. Ich selbst habe die Methode Auerbach- Pludemanns unter den 
bei meinen am Anfang erwähnten Arbeiten obwaltenden Verhältnissen 
ausprobiert, bei der die Ameisensäure im Destillat von einer Menge 





1) Fincke, diese Zeitschr. 51, 253, 1913; daselbst Literatur. 
2) Zit. nach Fincke, Le 
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anderer Substanzen begleitet wird. Die Methode hat sich als gänzlict 
unbrauchbar erwiesen. Was aber die Methode Deniges’ betrifft. s 
mußte sie für biochemische Arbeiten a priori verworfen werden. Die 
Unbrauchbarkeit beider Methoden wird durch den Umstand erklärt. 
daß sie auf Rücktitrierung des nicht in Reaktion getretenen Sublimates 
beruhen; die bei biochemischen Arbeiten vorkommenden Destillate 
aus Harn, Autolysat usw. geben aber stets mit Sublimat dicke Nieder- 
schläge, die bei der Arbeitsweise nach Skala vor dem Filtrieren durch 
viel Salzsäure gelöst werden, das Arbeiten aber nach den erwähnten 
titrimetrischen Methoden, wo eine stark saure Reaktion unbedingt 
vermieden werden muß, gänzlich unmöglich machen. Aus dem Ge- 
sagten geht hervor, daß eine volumetrische Modifikation der Skala.schen 
Methode, wenn überhaupt möglich, nicht mit der Reaktionsflússigkeit, 
sondern mit dem Kalomelniederschlag operieren muß. Davon aus- 
gehend, habe ich eine volumetrische Ameisensáurebestimmung aus- 
gearbeitet, die auf Oxydation des erhaltenen Kalomels beruht: der 
Kalomelniederschlag wird durch eine Jodlösung in Gegenwart eines 
Überschusses von Jodkali oxydiert, das nicht in Reaktion getreten 
Jod wird mittels Thiosulfat zurücktitriert. Die Reaktion verläuft 
nach folgender Gleichung: 
Hg¿Cl, + Ja = HgCl, + Hg), 

Das sich bildende Salz des zweiwertigen Quecksilbers gibt mit dem 
zugesetzten Jodkali eine komplexe Verbindung HgJ,.2KJ, wodurch 
einerseits das lästige Ausfallen des roten Quecksilberjodids verhindert 
wird, andererseits durch das Wegráumen des zweiwertigen Queck- 
silbers die Reaktion beschleunigt wird. Die angegebene Methode hat 
sich als schr brauchbar erwiesen. Sie gibt sehr genaue Resultate, eignet 
sich besonders für kleine, einige Milligramm betragende Mengen der 
Ameisensäure und bedeutet eine entschiedene Vereinfachung der 
Skalaschen Methode, da sie das lästige Trocknen zur Gewichtskonstanz 
und also mindestens auch drei Wägungen spart. 

Die ersten Operationen, das Abdestillieren der Ameisensäure und 
die Reduktion von Sublimat, gestaltet sich genau wie bei der gravi- 
metrischen Methode, weshalb es mir erlaubt sei, auf diesbezügliche 
Einzelheiten nicht einzugehen!). Nach beendeter Oxydation wird zu 
der heißen Flüssigkeit konzentrierte Salzsäure (2ccm zu 100 ccm 
Flüssigkeit) hinzugefügt und die Flüssigkeit durch ein kleines Filter 
gegossen. Das Filtrieren der heißen Flüssigkeit geht äußerst rasch vor 
sich, und nur im Falle eines 500 ccm übersteigenden Volumens empfiehlt 
es sich, den Prozeß durch Platinkonus und Pumpe zu beschleunigen. 
Der Kalomelniederschlag wird einigemal mit heißem Wasser dekantiert 


1) Fincke, Le 
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uci quantitativ auf das Filter gebracht. Nun wird das gut aus- 
zrwaschene Filter nebst Niederschlag vom Trichter abgenommen und 
ın einen Erlenmeyerkolben mit gut angepaBtem Gummistopfen oder 
noch besser angeschliffenem Glasstopfen geworfen; das Filter wird 
„ılann mit einer genau abgemessenen Menge n/10 Jodlösung und 
"ccm 10proz. Jodkalilösung begossen, wonach der mit dem 
stopfen verschlossene Kolben tüchtig geschüttelt wird, um das Filter- 
papier möglichst vollständig auseinanderzufasern. Dabei wird das 
Ralomel oxydiert und geht in Lösung; die ganze Operation dauert. 
nicht einmal 5 Minuten. Jetzt wird der Stopfen abgenommen und 
ahzespúlt, Stärkelösung zugegeben und das überschüssige Jod mittels 
» 10 Thiosulfat zurúcktitriert. Aus den Gleichungen: 

HCOOH + 2 HgCl, = Hg,Cl, + CO, + 2 HCl 
urd 

Hg,Cl, + Ja = HgCl, + Hg), l 

lrechnet sich für 1ecm verbrauchter n/10 Jodlösung 2,3 mg Ameisen- 
"atre. 

Für 10 mg der zu erwartenden Ameisensäure müssen mindestens 
5ccm n/10 Jodlósung genommen werden. Bei sehr geringen Ameisen- 
Antegwerten (nicht über 10 mg) ist es vorteilhaft, mit n/50 und 
n 100 Thiosulfatlósung zurückzutitrieren, dann entspräche l cem Jod 
1.46 bzw. 0,23 mg HCOOH. Da der Umschlag auch noch bei solcher 
Thiosulfatverdünnung sehr scharf ist, was ja die jodometrische Methode 
zu einer der genauesten Methoden der quantitativen Analyse macht, 
w» bedeutet das Ausklingen der Ameisensáurebestimmung in einer 
volumetrischen Jodbestimmung einen entschiedenen Vorteil. Die 
Möglichkeit, noch Bruchteile eines Milligramms mit genügender Schärfe 
zu bestimmen, nähert die Methode einer mikrochemischen Methode 
der quantitativen Analyse. 

Zum Schluß mögen einige Analysen als Belege dienen: 

I. Es wurde eine etwa 3proz. Ameisensäurelösung hergestellt. In drei 
Kölbehen werden je 3ccm dieser Lösung eingetragen. Zwei Kölbchen 
dienen zum titrimetrischen, eins zur gravimetrischen Bestimmung. Zur 
Kalomeloxydation wurden je 5 ccm n/10 Jodlösung genommen. 

l. Zur Rücktitrierung wurden 4,9ccm n/50 Na,S,0, verbraucht. 
In Reaktion getreten 20,1 ccm. 

2. Zur Rücktitrierung wurden 5,0 ccm n/50 Na,S,0, verbraucht. 
In Reaktion getreten 20,0 ccm. Im Mittel 20,05 cem. Dieses ergibt: 
20,05 x 0,46 = 9,22 mg HCOOH. 

3. Die gravimetrische Bestimmung ergab 94,0 mg Hg,Cl,. Dieses 
ergibt: 94,0 x 0,0977 = 9,18 mg HCOOH. 


Die azidimetrische Gehaltsbestimmung der Lösung an Ameisensäure 
6,70 x 4,6 x 3 


ergab für 10 com — 6,70 cem n/10 NaOH. Dieses ergibt: 10 


= 9,25 mg HCOOH. 
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II. 4g Trockenhefe wurden in 50 ccm Wasser für 24 Stunden der 
Autolyse bei 37° unterworfen. Das Autolysat wurde in zwei Teile geteilt; 
zu einem Teil (I) wurden 10 ccm Ameisensäure, enthaltend 35,4 mg Ameisen- 
säure, hinzugegeben. Beide Portionen wurden der Wasserdampfdestillation 
nach Fincke unterworfen, die Ameisensäure jodometriseh bestimmt. 

1. Der Kalomelniederschlag wurde mit 20 ccm n/10 J behandelt; 
zur Rücktitrierung wurden 4,15 ccm n/10 Na,S,O, verbraucht; in Reaktion 
getreten 15,85 com. Dieses ergibt: 15,85 x 2,3 = 36,5 mg HCOOH. 

2. Der Kalomelniederschlag mit 3ccm n/10 J behandelt; zur Rück- 
titrierung werden 12,9 ccm n/50 Na,S,O, verbraucht; in Reaktion getreten 
2,1 cem. Dieses ergibt: 2,1 x 0,46 = 0,97 mg HCOOH (rund 1 mg). 

Somit wurde die zugefügte Ameisensäure mit 36,5 — 1,0 = 35,5 mg 
gefunden. 


Über die Natur 


der gärungsenzymaktivierenden Katalysatoren aus Hefesáften. 


Von 
Hugo Haehn und Heinrich Schifferdecker. 


(Aus dem Institut für Gärungsgewerbe zu Berlin.) 


(Eingegangen am 22. März 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 
Inhaltsübersicht. 
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Einleitung: 
Stand der Vitaminforschung in gärungschemischer Hinsicht. 


Seit der Entdeckung der akzessorischen Nahrungsstoffe, der 
sogenannten Vitamine, war das Bestreben der Forscher dahin gerichtet. 
den kostspieligen und zeitraubenden Tierversuch durch einfachere und 
billigere Methoden zum Nachweis dieser für die lebenden Organismen 
so wichtigen Stoffe zu ersetzen. Besonders war es die durch die Vitamine 
an Hefen hervorgerufene Wachstumsbeschleunigung und Gárungs- 
aktivierung, die man für diese Zwecke zu verwerten versuchte. Dem 
größeren Teil der modernen Arbeiten auf diesem Gebiete lag dabei 
im wesentlichen die Einteilung der Vitamine und der ihnen wesens- 
verwandten Biokatalysatoren zugrunde, die von Euler und Myrbáck') 
in einer Arbeit über Vitamine und Co-Enzyme aufgestellt worden war. 
Die beiden Forscher unterscheiden dabei folgende Klassen: 


Vitamin A (fettlöslich): antirachitisch wirksam. 
Vitamin B (wasserlöslich): antineuritisch wirksam. 
Biokatalysatoren B: BI wachstumsfördernd, 
B II gärungsvermehrend, 
B III gärungsvermehrend (Hardens Co-En- 
zym). 
Vitamin C: antiskorbutisch wirksam. 


Es soll hier gleich darauf hingewiesen werden, daß der Biokatalv- 
sator BIII, das Hardensche Co-Enzym, streng genommen als Teil 
der Zymase, also als Fraktion eines eigentlichen Enzyms unter den 
Biokatalysatoren nichts zu suchen hat, zumal es Tholin (s. weiter unten) 
gelungen ist, das Co-Enzym von den es begleitenden Biokatalysatoren 
zu trennen. 

Die bisher auf dem Gebiete der Vitamin- und Biokatalysator- 
forschung in gärungschemischer Hinsicht gemachten Arbeiten lassen 
sich ohne weiteres in zwei Gruppen teilen, von denen die eine die Unter- 
suchung der Wirkung dieser Stoffe gegenüber von lebenden Hefen 
zur Aufgabe hat, während die andere mehr darauf Wert legt, dies 
Wirkung an zellfreien, leblosen Zymasepräparaten zu studieren. Die 
exakte Wissenschaft ist bestrebt, die Wirkung von Stoffen, die gewiss 
Lebensvorgänge beeinflussen, durch eine leicht definierbare Wirkung 
auf die in Betracht kommenden Enzyme selbst, getrennt von jeder 
vitalen Erscheinung, zu erklären und dadurch den jeweils zugrunde 
liegenden physikalischen und chemischen Gesetzen näher zu kommen. 
Das Studium der in Frage kommenden Literatur ergab nun aber die 


1) Euler und Myrbäck, diese Zeitschr. 115, 156, 1921. 
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Tatsache, daß der Einfluß von Biokatalysatoren bzw. Vitaminen, wie 
se in Hefeextrakten enthalten sind, gegenüber von ‚freier Zymase*, 
d. h. von Zymase, die von den vitalistischen Funktionen der Hefezelle 
cetrennt ist, bisher noch sehr unvollständig charakterisiert worden ist. 


Fränkel und Schwarz!), die die Wirkung von Vitaminen auf lebende 
Hefe studierten, wiesen schon darauf hin, daß die durch diese Stoffe hervor- 
rerufene Gärungsaktivierung, die mit einer Zunahme des Wachstums 
parallel ging, in einer andauernden Akzeleration des Gärprozesses zum Aus- 
druck kam und nicht nur in einer vorübergehenden Beschleunigung der 
Angärung, wie sie Ja auch durch die meisten bekannten chemisch definierten 
organischen und anorganischen Gärungsstimulatoren bewirkt wird. Auch 
Abderhalden*) hat die akzelerierende Wirkung von alkoholischem Hefe- 
xtrakt gegenüber der Gärtätigkeit frischer und getrockneter Hefe studiert 
ınd eine bedeutende Vermehrung des Gärumfanges, d. h. der Gesamt- 
schlensäureentwickelung feststellen können. Leider war dabei nicht berück- 
sichtigt, daß die Haupteigenschaft des Hefeextraktes, nämlich die starke 
Förderung des Hefewachstums und die Vermehrung der Zellen sowohl 
bei frischer wie bei getrockneter Hefe — diese enthält ja bekanntlich 20 
bis 300, noch lebensfähiger Zellen — den Hauptanteil an dem beobachteten 
Resultat haben muß. Infolgedessen wird die Charakterisierung der Extrakt- 
wirkung auf die Gärungsenzyme selbst unmöglich, zumal auch über den 
Gehalt an Co-Enzym, das nach der Art der Herstellung des Extraktes 
darın enthalten sein dürfte, nichts gesagt worden ist. 


Trotz der erwähnten Hinweise auf eine ganz bestimmte Eigenschaft 
der Biokatalysatoren, nämlich der durch sie bewirkten Gärumfang- 
vergrößerung, ist auch bei den sonstigen Untersuchungen der biokata- 
Ivsatorischen Wirkung gegenüber von Enzympräparaten, wie Trocken- 
hefe, Preßsaft und Mazerationssaft, niemals der Verlauf der gesamten 
ärung bis zu ihrem natürlichen Ende beobachtet worden, und zwar 
unter Bedingungen, die die Enzymwirkung allein und nicht in Ver- 
bindung mit Wachstumserscheinungen zur Geltung kommen ließen?). 


Denn auch die Methoden der anderen in dieser Richtung arbeitenden 
Forscher wie Euler und Myrbäck*), sowie Tholin5) und E. Lindberg’), waren 
w angeordnet, daß nur der während einer kurzen Angárungszeit (2 bis 
f Stunden) erzielte Effekt zur Charakterisierung der biokatalysatorischen 
Wirkung nach Qualität und Quantität benutzt wurde. 





1) Fränkel und Schwarz, diese Zeitschr. 112, 203, 1920; 126, 189, 1920. 

1) Abderhalden, Fermentforschung 2, 120, 1919; 8, 44, 1920. 

3) Bei Trockenhefen und Mazerations- und Preßsäften sind nämlich 
die Wachstums- und Zellvermehrungserscheinungen nur durch richtig 
dosierte Toluolzugaben zu unterdrücken, wobei dann nur noch die freie 
¿ymase der toten Zellen bzw. des Zellsaftes in Aktion tritt. 

$) Euler und Myrbäck, H. 114, 4 und H. 115, 198, 1921. 

5) Tholin, H. 115, 235, 1921. 

D E. Lindberg, diese Zeitschr. 132, 110, 1922. 
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Nun ist aber die Angärung nur dann ein Maßstab für die gesamte 
Gärkraft einer lebenden Hefe, wenn diese keine ‚freie Zymase‘‘!) in 
den Versuch mitbringt (z. B. bei der Triebkraftbestimmung mit 
Rasse XII und M des Instituts für Gärungsgewerbe). 

Aber auch bei Hefepräparaten, denen keine vitalistischen Funk- 
tionen mehr innewohnen und die nur mittels ‚freier Zymase'* wirken. 
ist die Angárung durchaus kein Maßstab für ihre gesamte Gärkraft 
und gestattet keinerlei maßgebende Schlüsse auf den weiteren Verlauf 
der Gärung, denn erstens spielen in den ersten Stunden der Gärung 
Lösungs- und Quellungs- und Diffusionserscheinungen eine Rolle, die 
den Gärverlauf in unkontrollierbarer Weise beeinflussen, und dann 
ist die Wirkungsdauer des Zymasekomplexes ganz von der jeweiligen 
Menge der Enzyme abhängig, die eine zerstörende Wirkung den Gárungs- 
enzymen gegenüber entfalten können. Dies sind vor allem der eiweiß- 
spaltende Endotryptasekomplex und die ester- und fettspaltenden 
Lipasen, von denen jener nach Buchner und Hahn?) eine stark zymase- 

zerstörende Wirkung ausübt, während diese nach Buchner und Haehn?) 
das Co-Enzym vernichten. 

Es kommt demnach darauf an, den ganzen Verlauf der Gärung 
bis zu ihrem natürlichen Ende zu verfolgen, wenn man biokatalv- 
satorische Wirkungen qualitativ und quantitativ erfassen und charak- 
terisieren will. Und da es nun, wie schon eingangs erwähnt, das Be- 
streben der Wissenschaft sein muß, eine Beeinflussung von Lebens 
vorgängen auf einfache chemische oder physikalische Wirkungen 
zurückzuführen, so muß zunächst der Hauptwert darauf gelegt werden. 
die vorliegenden Biokatalysatorpräparate in ihrer Wirkung auf von 
allen vitalistischen Funktionen getrennte tote Zymasepräparate zu studieren. 
Damit erfolgt eine reinliche Scheidung zwischen vitalistischen und 
avitalistischen Vorgängen, ein prinzipieller Unterschied, der in dieser 
Weise nicht immer scharf zum Ausdruck gebracht wird. Zunächst 
wird dadurch die Zahl der in dem Biokatalysatorkonglomerat vor- 
handenen Stoffe wieder um eins vermindert, denn das wachstums- 
beschleunigende Agens BI fällt toten lebensunfähigen Präparaten 


1) Unter freier Zymase wird nach den heutigen Anschauungen der Teil 
des Enzyms verstanden, der schon vom Protoplasma losgelöst ist und als 
solcher durch Fixierung mittels wasserentziehender Mittel in Aceton- 
dauerhefe oder durch Toluolisierung von Trockenhefe sowie von Preß- 
und Mazerationssaft nachgewiesen werden kann. (F. Hayduck und H. Haehn, 
Das Problem der Zymasebildung in der Hefe, diese Zeitschr. 128, 570, 1922.) 
Diese von vornherein freie Zymase kann natürlich schneller auf das Substrat 
einwirken, als wenn sie erst vom Protoplasma gelöst bzw. neu gebildet 
werden muß. 

2) Buchner und Hahn, Die „Zymasegärung‘“. 

3) Dieselben, diese Zeitschr. 26, 171, 1910, 
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gegenúber fort, und es bleibt allein das gärungsbeschleunigende Agens 
BII, das aber jetzt in einem vollkommen avitalistischen Milieu 
auch nicht mehr mit dem Ausdruck Biokatalysator, der die Beein- 
flnssung eines Lebensvorganges voraussetzt, bezeichnet werden kann. 
Man kann nur noch von einem Zymasekatalysator sprechen, der 
nunmehr in seinen Eigenschaften in der vorliegenden Arbeit charak- 
teristert werden soll. Der Hefesaft, der als Zymasekatalysatorpräparat 
verwendet wurde — er wird durch mehrstündiges Kochen frei von 
Co-Enzym hergestellt — wurde aus später noch anzuführenden Gründen 
Schutzsaft genannt. Ob und inwieweit dieses Präparat noch eigentliche 
Vitamineigenschaften aufweist und ob diese Vitamineigenschaften mit 
den hier festzulegenden Schutzsafteigenschaften bis zu einem gewissen 
Grade identisch sind, geht über den Rahmen der Arbeit hinaus und 
hat auch nur allgemein physiologisches Interesse. Die Möglichkeit 
zu dieser Identität ist jedenfalls gegeben, denn man kennt Vitamin- 
präparate, die bis zu einem gewissen Grade thermostabil sind. 

So hat z. B. Bachmann!) gefunden, daß Citronensaft ein Erhitzen 
von 2 Stunden bei 115°C verträgt, ohne seine Vitamineigenschaften einzu- 


büßen, wegegen Chick und Hume?) fanden, daß bei Erhitzen von Hefesaft 
während 2 Stunden auf 122% Destruktion der Vitamine eintritt. 


I. Teil. 
Gárungskatalysatoren aus Hefesáften als gärumfangvermehrende Stoffe, 
eharakterisiert durch ihre antiproteolytischen zymaseschützenden Eigen- 
schaften. 


A. Allgemein Experimentelles. 

Die Grundlage für die Herstellung eines geeigneten Gärungs- 
katalysatorpräparates bildete die von Tholin) und schon früher von 
Buchner und Haehnt) angegebene Zerstörung des Co-Enzyms im ge- 
wöhnlichen Hefekochsaft durch mehrstündiges Kochen und durch 
andere Eingriffe chemischer Art. Tholin konnte an einem Vitamin- 
präparat aus Hefeextrakt nachweisen, daß durch mehrstündiges Kochen 
das Co-Enzym völlig inaktiviert werden kann, während die Gärungs- 
katalysatoren nicht wesentlich darunter gelitten hatten. Tholin hat 
aber auch nur eine kurze Aktivierung der Angärung festgestellt, den 
weiteren Gärverlauf jedoch unberücksichtigt gelassen. Seine Annahme, 
er habe als erster die Thermostabilität des Co-Enzyms untersucht, 
ist jedoch irrig, denn schon zehn Jahre früher haben Buchner und 





I} Bachmann, nach Tholin, H. 115, 156. 

*) Chick und Hume, Proc. Roy. Soc. London, Series B., 90, 60. 
3) Siehe weiter oben. 

1) Siehe weiter oben. 
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Haehn in der soeben zitierten Arbeit diese Eigenschaft des Co-Enzyms 
zum Zwecke der Isolierung einer Antiprotease studiert. 

Bei der vorliegenden Arbeit kam es darauf an, nicht nur die kata- 
lysatorischen Eigenschaften einer Fraktion des Hefekochsaftes zu unter- 
suchen, wie dies in der T'holinschen Arbeit der Fall ist, sondern möglichst 
alle im Kochsaft vorhandenen Stoffe gegenüber von Zymasepräparaten 
zur Wirkung zu bringen. Es sollte deshalb der Hefekochsaft direkt 
durch geeignete Methoden in den Co-enzymfreien ‚„Schutzsaft‘“ ver- 
wandelt werden. Dieser sollte dann auf Zymasepräparate zur Wirkung 
gebracht und in seinen Eigenschaften während des ganzen Gärverlaufes 
der Zymasegärung studiert werden, um hieraus zu Schlüssen auf die 
spezifischen Eigenschaften dieser aktivierenden Stoffe gelangen zu 
können, Eigenschaften, mittels deren sie eine den Umfang der Zymase- 
gärung vergrößernde Wirkung ausüben. Nur auf diese Weise ist auch 
diese Wirkung quantitativ zu erfassen, da sie durch das natürliche 
Ende der Gärung einen nicht willkürlich herbeigeführten Abschluß 
findet. 

Die Messung von Gärungsvorgängen geschah bisher im allgemeinen 
auf zwei Wegen. In dem einen Falle (Rubner, Die alkoholische Gärung 
der Hefezelle) wird der kalorimetrische Effekt, der während der Gärung 
auftritt, quantitativ festgelegt, und im anderen, dem gebräuchlicheren. 
wird die entstandene Kohlensäuremenge entweder gravimetrisch oder 
volumetrisch gemessen. Nur die zweite Art, die Messung der Kohlen- 
säuremenge, kommt hier in Frage, da sie den besten Einblick in die 

»ärungsvorgänge als solche gestattet, während bei der anderen Methode 
auch Nebenreaktionen, wie Invertasewirkung bei der Anwendung 
von Rohrzucker als Gärsubstrat, sowie Endotryptase- und Lipase- 
wirkung in Erscheinung treten können. 

Nun war bisher in der Mehrzahl der Arbeiten die volumetrische 
CO,-Messung benutzt worden, wobei die entwickelte CO, in graduierten 
Zylindern aufgefangen und gemessen wird. Die Methode gestattet 
ein fortlaufendes Verfolgen der Angärung, reicht aber in der benutzten 
Anordnung für lange Gärzeiten nicht aus. Diese Methode konnte um 
so eher verlassen werden, als es darauf ankam, die gesamte Gárung. 
die bis zu 8 x 24 Stunden dauern konnte, zu verfolgen. Hierfür eignet 
sich besser die auch von E. Buchner stets benutzte gravimetrische 
Methode, wobei die Gärung in 100-cem-Erlenmeyerkölbchen, mit 
Meiselschem Ventil verschlossen, im Thermostaten vor sich geht und 
täglich die entwickelte CO, als Gewichtsdifferenz bestimmt wird. Die 
Genauigkeit der Versuchsanordnung und der Resultate steht der 
volumetrischen Methode wohl kaum nach, vor allem deshalb nicht. 
weil es hier nicht darauf ankam, absolut richtige Werte, sondern richtige 
Vergleichswerte zu erhalten. Stets angesetzte Parallelversuche dienen 


Katalysatoren aus Hefesiften, 215 


zır nötigen Kontrolle und lassen Irrtümer und Trugschlüsse nicht in 
Erscheinung treten. Die Gärung geht stets in einem Thermostaten 
vor sich, der konstant auf 22°C gehalten wird, was der optimalen 
Temperatur für die Zymase im Hefepreßsaft entspricht. Bei einigen 
Versuchen, die auf das Studium der Endotryptasewirkung und ihres 
Antienzyms während des Gärverlaufs hinzielten, wurde ausnahms- 
wise eine höhere Temperatur für die Gärung gewählt, um dem Endo- 
trıptasseoptimum näher zu kommen. 

Die Hefepräparate, die bei den Versuchen zur Anwendung kamen, 
wurden stets aus untergärigen Brauereihefen hergestellt. Verwendet 
wurden U-Hefen der Versuchs- und Lehrbrauerei (V. L. B.), der 
Schultheißbrauerei und der Brauerei Ponarth. Den Brauereien sei 
an dieser Stelle für die bereitwillige Überlassung geeigneter Hefen 
aufrichtiger Dank gesagt. 

Die verwendeten Präparate waren die folgenden: 


I. Zymasepräparate. 

l. Trockenhefe nach v. Lebedew (Vorschrift im Lehrbuch v. Euler 
und Lindner). 

2. Acetondauerhefe nach E. Buchner (‚„Zymasegärung‘‘). 

3. Mazerationssaft nach v. Lebedew (,,Euler und Lindner‘‘). 

4. Preßsaft nach E. Buchner (‚‚Zymasegärung‘‘). 

Auf einzelne Besonderheiten der Herstellung und der Verwendung 
wird bei der Besprechung der Versuche selbst zurückzukommen sein. 


II. Aktivator- und Katalysatorpráparate. 


l. Diverse organische und anorganische Salze, Säuren und Basen. 

2. Kochsaft nach der üblichen Methode durch Kochen und Ab- 
pressen von abgenutschter frischer Hefe erhalten. Er dient als Co- 
Enzympräparat und wurde in verschiedenen Konzentrationen ersten 
normal und zweitens auf die Hälfte eingedampft verwendet. 

3. Der ‚„Schutzsaft‘‘ genannte Kochsaft, in dem durch etwa 
sebenstündiges Kochen am Rückflußkühler das Co-Enzym zerstört 
st, wohingegen die zu untersuchenden Katalysatoren noch erhalten 
ind. Ebenfalls in mehreren Konzentrationen verwendet. 

4. Aus dem Filtrat ausgewaschener Acetondauerhefe hergestellter 
Koch- bzw. Schutzsaft. 

Zur Prüfung auf den Co-Enzymgehalt von normalen Kochsäften 
ader auf die mehr oder weniger vollständige Zerstörung des Co-Enzyms 
im Schutzsaft wurde noch ein völlig Co-enzymfreies Zymasepräparat 
gebraucht. Drei Methoden standen zur Auswahl: 1. ausgegorener 
Hefepreßsaft, der nach etwa 3 x 24stündiger Gärung noch eigentliche 
Zymase enthält, dessen Co-Enzymgehalt aber erschöpft ist; 2. durch 
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Dialyse Co-enzymfrei gemachter Preßsaft und 3. ausgewaschene Aceton 
dauerhefe. 

Das erste Präparat mußte zunächst ausscheiden, aus Gründen 
die mit enzymatischen Eigentümlichkeiten der Nachkriegshefen zu 
sammenhängen und die im zweiten Teil der Arbeit näher beleuchte: 
werden. Präparat 2 kam teils aus demselben, teils aus experimenteller 
Gründen nicht in Betracht. 

Es wurde infolgedessen folgender Weg beschritten: Immer je 
2 g Acetondauerhefe wurden mit 40 ccm H,O aufgeschlämmt und unter 
häufigem Schütteln 30 Minuten stehen gelassen. Dann wurde ab- 
filtriert und noch vier- bis fünfmal mit H,O ausgewaschen. Es resul- 
tierte ein praktisch völlig Co-enzymfreies Präparat, das zur Sicherheit 
jedesmal in einem Kontrollversuch auf diese Eigenschaft hin geprüft 
wurde. 

Als Substrat für die Gärung wurde stets Rohrzucker verwendet. 
Und zwar konnte dies ohne Bedenken geschehen, da experimentell 
festgestellt wurde, daß auch in bezug auf das Co-Enzym völlig aus- 
gewaschene Acetondauerhefe genug Invertase besaß, um den Rohr- 
zucker glatt zu invertieren. Unterschiede in der Vergärungsgesch windig- 
keit zwischen Traubenzucker und Rohrzucker konnten hierbei nicht 
nachgewiesen werden (Tabelle I). Außerdem zeigte eine 24 Stunden 
mit ausgewaschener Acetondauerhefe gelagerte Rohrzuckerlösung eine 
starke Invertzuckerreaktion mit Fehlingscher Lösung. 

Besonderer Wert mußte auf die Sterilität sämtlicher Versuche 
gelegt werden, ein Punkt, der in den bisherigen Arbeiten meist: viel 
zu wenig berücksichtigt, hier aber schon aus dem Grunde äußerst 
wichtig war, weil die Gärversuche sich zum Teil bis zu 8 x 24 Stunden 
ausdehnten und einer etwaigen Infektion reichlich Zeit zu unerwünschter 
Auswirkung gegeben war. Jede Zelltätigkeit mußte von vornherein 
ausgeschaltet werden. Garantiert wurde diese Forderung 1. durch 
reichlichen Toluolzusatz zu sämtlichen Versuchen. Auf 20 cem Flússig- 
keitsvolumen 15 Tropfen Toluol, kräftig durchgeschüttelt und dieses 
Schütteln täglich einmal wiederholt. 2. Bei den besonders zur Infektion 
und zur Zellvermehrung neigenden Preß- und Mazerationssäften außer- 
dem durch hohe Zuckerkonzentration, die im allgemeinen 40%, betrug. 
wobei eine Zellvermehrung schon aus diesem Grunde nicht mehr in 
Frage kam. Dazu trat dann noch der Toluolzusatz. Mikroskopische 
Stichproben zeigten in bezug auf Infektion stets negatives Ergebnis. 

Da es nicht möglich ist, zur Charakterisierung der benutzten 
Koch- und Schutzsäfte und zur Zusammenstellung von durchaus not- 
wendigen Vergleichszahlen der aus verschiedenen Rohmaterialien ber- 
gestellten Präparate chemische Konstanten festzustellen, muß man 
sich darauf beschränken, hierzu physikalische Methoden zu verwenden 
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Tabelle I. 


Nachweis der Invertase in ausgewaschener Acetondauerhefe 
und der Gleichwertigkeit des Rohrzuckers mit der Glucose 
bei der Prüfung dieser Hefe auf Co-Enzymgehalt und 
Reaktivierbarkeit. 


Versuchsbedingungen: 2 g Acetondauerhefe aus U 5 (V. L.B.). 4g Rohr- 
zucker bzw. Glucose. Gärvolumen 20 cem. Zusatz von 15 Tropfen Toluol. 








Entwickelte CO» in g 








Sch dazu nach Stunden || Gesamt 
AStd | 8 | 72 . 
l. Ausgewaschene Acetondauerhefe 0,02 
+ 20 cem H,O + Rohrzucker 0,01 
2. Ausgewaschene Acetondauerhefe 0.13 
+ 10 ccm Kochsaft + 10 ccm H,O 0.16 
+ Rohrzucker 3 
3. Acetondauerhefe + 20 ccm H,O || 0,24 
+ Rohrzucker 0,23 
4. Ausgewaschene Acetondauerhefe 0.01 


+ Rohrzucker + 20ccm H,O | 001 
+0,15g Phosphat, py 5,8 


5. Ausgewaschene Acetondauerhefe | 
+ Rohrzucker + 10ccm Kochsaft | 0,08 
arte cem Schutzsaft + 0,15 g Phos- | ‘0,09 
phat 


6. Ausgewaschene Acetondauerhefe 
+ Traubenzucker + 10cem Koch- 0,08 
saft + l0 ccm Schutzsaft + 0,15 g 0,08 
Phosphat | 





Versuch 1 und 4: Die ausgewaschene Acetonhefe ist Co-enzymfrei. 
EN 2: Reaktivierbarkeit durch Kochsaft. Nachweis der Invertase. 
= 3: Gárkraft der unausgewaschenen Acetondauerhefe (Kon- 

trolle). l 
Se 5 und 6: Rohrzucker und Traubenzucker sind gleichwertig. 


und zu versuchen, hieraus einen Einblick in etwa vorhandene Ver- 
schiedenheiten der einzelnen Präparate und ihre beim Gärverlauf 
mögliche Auswirkung zu erhalten. Vor allem mußten die physikalischen 
Eigenschaften der Katalysatorpräparate, also der Koch- und Schutz- 
säfte, festgelegt werden. Zu diesem Zwecke wurden bei einer großen 
Anzahl der verwendeten Kochsäfte Messungen ihrer Oberflächen- 
spannung vorgenommen. Die Messungen erfolgten mittels des Traube- 
schen Stalagmometers, das einen Wasserwert von 122 Einheiten auf- 
wies. Die Werte für die Kochsäfte schwankten nur in geringen Grenzen, 
nämlich zwischen 72 und 76 Einheiten, so daß in dieser Hinsicht ein 
recht gut vergleichbares Material vorlag. Die Hefesäfte zeigten demnach 
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eine recht erhebliche Kapillaraktivität, die sich auch durch mehrstündiges 
Kochen zur Herstellung von Schutzsaft nicht merklich änderte. 


Wichtiger war die Feststellung der jeweiligen Wasserstoffionen- 
konzentration. Nach Euler [Chemie der Enzyme 1]*) und Fodor [Das 
Fermentproblem]?) sind es vor allem zwei physikalische Größen, die 
die Enzymtätigkeit in hohem Grade beeinflussen: die Oberflächen- 
kräfte, die in einer Enzymlösung zur Wirkung kommen können und 
eng mit dem Kolloidzustand des Milieus zusammenhängen, und die 
elektrolytische Dissoziation der Enzyme. Die zur Entfaltung gelangenden 
Oberflächenkräfte in irgend einem Enzyme enthaltenden Milieu sind 
nach den Ergebnissen der Kolloidforschung von dem Dispersionsgrade 
der suspendierten Teilchen durchaus abhängig, so daß die Enzym- 
wirkung schon allein durch Veränderung des Dispersitätsgrades stark 
beeinflußt werden kann und daher ausflockende bzw. peptisierende 
Einflüsse vermieden werden müssen. 


Die elektrolytische Dissoziation der Enzyme®) (Euler, Chemie der 
Enzyme; Michaelis und Rothstein; Michaelis und Davidsohn), die als 
amphotere Elektrolyte anzusehen sind, hängt wieder von der Wasser- 
stoffionenkonzentration der Lösung ab, in der sie sich befinden, und 
ist je nach der Art des Enzyms verschieden. Nach Michaelis ist der 
wirksame Fermentbestandteil entweder der ionisierte Teil desselben 
oder der Dissoziationsrest, jeweilig bestimmt durch die individuelle 
Konstitution des Enzyms. 


Die Zymase wird nur innerhalb verhältnismäßig weiter Grenzen 
von der H-Ionenkonzentration beeinflußt, während z. B. den eiweiB- 
abbauenden Enzymen der Hefe, deren genaue Kenntnis wir Dernby 
verdanken®), für ihre Wirksamkeit verhältnismäßig enge Grenzen 
in bezug auf die Variabilität der Wasserstoffzahl ihres Wirkungsmilieus 
zur Verfügung stehen. Da nun gerade diese eiweißabbauenden Fermente 
der Hefe: das Pepsin, die Tryptase und die Ereptase eine außerordentlich 
wichtige Rolle bei der Zymasegärung, und zwar hauptsächlich bei der 
zellfreien Gärung spielen, wo ihnen in ihrer zymasezerstörenden Eigen- 
schaft keine natürlichen Hemmungen durch Grenzflächen, Kolloid- 
aggregate und Zellwände entgegenstehen, so war es notwendig, die oft 
auftretenden Schwankungen in der Wasserstoffionenkonzentration in 
ihrer Auswirkung zu unterbinden und dadurch unkontrollierbare Ein- 
flüsse auf den Verlauf der Gärung auszuschalten. 


1) Verlag J. F. Bergmann, München und Wiesbaden 1920. 

2) Verlag Theodor Steinkopff, Dresden und Leipzig 1922. 

3) Euler, Chemie der Enzyme Bd. 1. Michaelis und Rothstein. Michaelis 
und Davidsohn, diese Zeitschr. 110, 217, 1920. 

4) Dernby, diese Zeitschr. 81, 106, 1917. 
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Die Wasserstoffionenkonzentration wurde in fast allen in Frage 
kommenden Gemischen nach der Michaelisschen Indikatorenmethode?) 
bestimmt. Gelegentliche Vergleichsmessungen auf elektrischem Wege 
zeigten praktisch keine Abweichungen von den gefundenen Werten. 
Die natürliche Pufferung der zu messenden Hefesäfte, herbeigeführt 
durch den erheblichen Gehalt an primären und sekundären Phosphaten, 
Eiweißkörpern und deren Abbauprodukten, ist so gut, daß stets die 
zur einwandfreien Messung der oft sehr dunkel gefärbten Flüssigkeit 
erforderliche Verdünnung herbeigeführt werden konnte. Die Messung 
geschah bei den gefärbten Flüssigkeiten mittels des Walpolschen 
Komparators. 

Bei sämtlichen Hefesäften wurden Werte gefunden, die zwischen 
pu 5,4 und 6,2 lagen. 

Es war nach dem soeben Erwähnten erforderlich, um richtig 
vergleichbare Werte zu erzielen, die Wasserstoffzahl der Enzymgemische 
möglichst auf ein und denselben Wert zu bringen, was durch Zusätze 
von geeigneten Puffersubstanzen ohne weiteres möglich ist. Es mußte 
eine Zahl gewählt werden, die den natürlichen Verhältnissen in der 
Hefezelle am meisten entsprach und ein Milieu garantierte, in dem 
sich das Spiel der Enzyme unter Bedingungen abwickeln konnte, die 
keines unter ihnen besonders begünstigten oder benachteiligten, so 
daß kein Enzym seine Tätigkeit auf Kosten eines anderen besonders 
steigern und dadurch größere Störungen des Gesamtresultats hervor- 
rufen konnte. Die Durchschnittswasserstoffionenkonzentration der 
verwendeten Preß- und Kochsáfte schwankte um pg = 5,7 bis 5,8. 
Diese Zahl wurde durch Zusatz eines ganz bestimmten Gemisches 
von sekundärem und primärem Kaliumphosphat in allen Versuchen 
sichergestellt. Auf Einzelheiten soll später noch eingegangen werden. 


B. Herstellung des Co-enzymfreien Schutzsaftes. 


Die Herstellung des benötigten Co-enzymfreien Katalysator- 
präparates konnte in Anlehnung an mehrere ältere Vorschriften ge- 
schehen. In der schon weiter oben zitierten Arbeit von Buchner und 
Haehn wurde das Co-Enzym zur Isolierung der Antiprotease (abgesehen 
von anderen Methoden) in der Weise zerstört, daß einmal mittels 
Zusatz von K,CO, eine Verseifung?) des als Phosphorsäureester ver- 
muteten Zymasekomplements herbeigeführt wurde. Weiterhin ließ 


1) Michaelis und Gyemant, ebendaselbst 109, 205, 1920. 

2) Man kann hier nach Buchner und Harden und Young insofern von 
einer Verseifung sprechen, als das Co-Enzym als Phosphorsäureester an- 
gesehen wird und auch die Reaktionskinetik bei seiner Zerstörung durch 
Hitze der von Estern wie z. B. Äthylacetat gleicht (s. auch Tholin, 
H. 115, 235). 
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Tabelle II. 


I. Widerstandsfähigkeit des Co-Enzyms im Kochsaft bei 
Behandlung mit K,CO,. 


Versuchsbedingungen: 10ccm Kochsaft + 0,1 g K,CO, 72 Stunden bei 45° 

verseift und mit H,PO, neutralisiert. In allen Versuchen je 2g Aceton- 

dauerhefe in 1 bis 4 aus U 4 der V.L. B., in 5 bis 10 aus U 4 der Schultheiss- 
brauerei. 4g Rohrzucker. 15 Tropfen Toluol. 


il Entwickelte CO, in g | 
näch Nee nach asu nach stunden S Gesamt 














1. Ausgewaschene Acetondauerhefe 
+20ccm H,O + 0,2g Phosphat, 
Pu 5,8 


2. Ausgewaschene Acetondauerhefe 





0,03 

















+ 10cemK,CO,-Kochsaft-+10oem | 0,07 S 0,08 009 | — | 02 
O 
2 
3. Acetondauerhefe + 10 cem K,CO,- 
Kochsaft + 10 ccm H,O * 0,30 | 0,31 | 0,36 | 0,10 | 1,07 
4. Acetondauerhefe + 20ccm H,O | i 
+ 0,2g Phosphat, pır = 5,8 0,29 | 0,24 | 0,22 | 0,08 0,83 
5. Ausgewaschene Acetondauerhefe | 
+20 com H,O + 0,2g Phosphat, | %03 TM + 
Pu = 6,8 | | ? 
6. Ausgewaschene Acetondauerhefe | 
oe | 0,08 | 0,06 — | 0,04 | 0,18 
7. Acetondauerhefe + 10 cem K,CO,- | | 
Kochsaft + 10ccm H,O 9,1 021 | 0,26 u 9,60 | an 
8. Acetondauerhefe + 20cem H,O ¡ 022 | 023 | — | 023 | 0,68 
+ 0,2 g Phosphat, py 5,8 , 0,26 0,22 — 0,20 | 0,68 
9. Ausgewaschene Acetondauerhefe ' | 
+ 72 Std. bei 30% autolysierten || 0,17 | 0,09 | — | 0,04 [| 0,30 
Lebedewsaft (10 ccm) + l0cem | 020 | 0,08 — 0,04 | 0,32 
H,O + 0,1g Phosphat | 
10. Acetondauerhefe + Lebedewsaft 
wie in 9. + 10cem H,O + 0,1g, Ge _ | 000 
Phosphat | d d ef AS 





Versuch 1 und 5: Prúfung auf Co-Enzymgehalt (Kontrolle). 
= 2 und 6: Prüfung auf Co-Enzymgehalt des mit K,CO, be 
handelten Kochsaftes. Das Co-Enzym ist noch nicht völlig 
zerstört. 
= 3 7, 4, 8: Vergleichsversuche. 
e 9 und 10: Autolysierter Lebedewsaft ist noch Co-enzymhali. 


sich dieser Effekt auch schon allein durch längeres Kochen am Rúiickflub- 
kühler herbeiführen. Tholin beschreibt in seiner ebenfalls schon zitierten 
Arbeit (Über die Thermostabilität des Co-Enzyms) eine Methode, wie 
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Tabelle III. 
II. Widerstandsfähigkeit des Co-Enzyms im Kochsaft 
bei Behandlung mit K,CO,. 


Fersuchsbedingungen: 10 ccm Kochsaft + 1g K,CO,. 72 Stunden bei 35°C 
verseift und mit H,PO, neutralisiert. In allen Versuchen 2 g Acetondauer- 
hefe. In 1 und 5 ausgewaschen, Co-enzymfrei. 4 g Rohrzucker. 15 Tropfen 














Toluol. 
|  Entwickelte CO; in g j 
IA OO Gesamt 
| nach 24 Std. | nach 72 Std. L SE 
l. Ausgewaschene Acetondauerhefe | 0,03 | 0,01 | 0,04 
+10cem H,O + R,CO;- SO | 0,02 0,00 0,02 
2. Acetondauerhefe + K,CO,-Koch- | f 0,05 0,30 ' 0,35 
saft + 10 cem H,O \ 0,09 0,35 0,44 
| 
3. Acetondauerhefe + 1,5 g Phosphat ` 0,10 0,26 0,36 
Du = 5,8 + 20 ccm H,0 | 0,09 0,28 | 0,37 
0,29 0,54 0,83 
4. Acetondauerhefe + 20 ccm H,O i 0,8 0,57 085 
5. Ausgewaschene Acetondauerhefe | 0.02 | l 0.02 
+ 1,5 g Phosph. py = 5,8 + 20 ccm | 0.00 | Se | 0.00 
H,O Ä ’ => ) 


Versuch 1: Das Co-Enzym ist zerstört. 


ZS 2, 3 und 4: Der hohe Phosphatgehalt wirkt stark hemmend 
(4. norm. Gärversuch als Kontrolle). 
= - 5: Kontrollversuch. 


er in einer Co-enzym- und vitaminhaltigen Fraktion des Hefeextraktes 
das Co-Enzym durch Kochen bei verschiedenem pp zerstört, wobei 
das Vitamin, gekennzeichnet durch Angärungsaktivierung, erhalten 
blieb. Die Analogie der in beiden Arbeiten gegangenen Wege mit 
zunächst verschiedenen Zielen ist unverkennbar. 

Zur allgemeinen Orientierung wurden zuerst im Hinblick auf die 
aus der Carbonatverseifungsmethode etwa resultierenden Katalysator- 
eigenschaften analoge Versuche angesetzt, mit dem Ziel: Zerstörung 
des Co-Enzyms bei Erhaltung gärungskatalysatorischer Eigenschaften. 
Das Ergebnis der Versuche zeigt Tabelle II. Je 10 ccm Kochsaft aus 
V.L. B. U-Hefe wurden mit je 0,1 g K,CO, 3 x 24 Stunden bei 45° C 
zur Verseifung angesetzt. Darauf wurde die den 0,1 g K,CO, äqui- 
valente Menge H,PO, zugefügt und das Gemisch zur Prüfung auf die 
Co-Enzymzerstörung mit ausgewaschener Acetondauerhefe zur Ver- 
gärung angesetzt. Die Resultate zeigen eine nicht vollständige Zer- 
stórung des Co-Enzyms, jedoch ist eine Vergrößerung der Kohlensáure- 
produktion durch die mit dem behandelten Kochsaft aktivierte Aceton- 
dauerhefe im Vergleich zu dem nur mit einer gleichwertigen Phosphat- 
menge angesetzten Vergleichsversuch deutlich zu erkennen (Tabelle II, 


222 H. Haehn u. H. Schifferdecker: 


Tabelle IV. 
I. Thermostabilität des Co-Enzyms im Kochsaft. 


Versuchsbedingungen: Kochsaft aus V. L. B.-Hefe. 21, Stunden am Rück- 
flußkühler gekocht. 2 g Acetondauerhefe aus Schultheiss-Hefe U 7. 4 g Rohr- 
zucker. 15 Tropfen Toluol. Volum 20 ccm. 





be 


Entwickelte = Entwickelte COzing ` ž in g 


` ` l dazu nach Stunden nach Stunden ‚Gesamt 
m Std. e [a [os [ss ee 


1. Ausgewasch. NEE | 0,10 | 0,09 | 0,10 010 A 008 | — | 03 
-+ obigen Kochsaft ' 0,11 | 0,110 | 0,11 | 005 — |037 












































2, Ausgewasch. ee 0,02 | 001 | — — — ¡0,03 
+ H,0 0,03 | 0,01 | — — — | ; 
3. Acetondauerhefe + 10 cem obig. |; 0,20 | 0,23 : 0,22 | 0,21 | 0,69 : 1,55 
Kochsaft + Lü eeng H,O 0,14 | 020 | 021 |.020 0/71, 16 
| 022 | 0,21 | 0,10 | 0,05 | — ; 0,58 
4, Acetondauerhefe + 20 ccm H,O 025 | 020 ` 012 0,06 | — 0.63 
5. Ausgewasch. Acetondauerhefe | 
+ Lebedewsaft, 72 Std. bei 38° O08 | — | %19 | 008 | — | den 
autolysiert u. 180 Min. gekocht | 4 | ; i | 
6. Acetondauerhefe + Lebedewsaft| 0,27 | — | 0,64 | 0,30 | — | 1,21 
wie in 5 | 028| — | 062 0,30 | — | 120 
7. Acetondauerhefe + 20 cem H,O | 0,28 | — ¡ 0,47 : 0,17 — | 0,92 
+ 0,2g Phosphat 1 0,25 | — | 0,46 | 0,17 — | 0,88 


Versuch 1: Der Kochsaft ist noch Co-enzymhaltig. 
K 4: Kontrolle. 
53 3: Zymaseschützende Wirkung des Kochsaftes (lange Gärzei, 
großer Gárumfang). 
D 4: Vergleich, 
5, 6, 7: Nach kombiniertem Verfahren behandelter Lebedewsajft 
ist noch Co-enzymhaltig. 


3 und 4). Hinzugefügt ist hier noch ein Versuch, in dem als Aktivator 
Mazerationssaft nach v. Lebedew, der zum Zwecke der Co-Enzym- 
zerstórung einer 3 x 24stündigen Autolyse bei 30% überlassen war, 
angewandt wurde. Die Destruktion des Co-Enzyms wurde also durch 
Autolyse nicht erreicht (Tabelle II, 9 und 10). 

In den folgenden Versuchen (Tabelle III) wurden größere Mengen 
von K,CO, zur Verseifung benutzt.  10ccm Kochsaft wurden 
3 x 24 Stunden mit je l g K,CO, bei 35% behandelt und wie oben 
neutralisiert. Das Co-Enzym erwies sich zwar als zerstört, jedoch 
zeigte es sich, daß die auf diese Weise in die Gärflüssigkeit hinein- 
gebrachte erhebliche Menge Phosphat nachteilige Wirkungen auf die 
Gärkraft der Zymase ausübte, was auch durch einen Parallelversuch 
mit einer entsprechenden Menge Phosphat (1,5 g auf 20 ccm Lösung) 
bestätigt wurde. Das Optimum des Phosphatzusatzes war eben er- 
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heblich überschritten (Koagulationswirkung der Salze auf die Kolloide im 
Hefesaft). Da nun auch bei derartig hohen Phosphatzusátzen die Prüfung 
etwaiger antiproteolytischer Eigenschaften des Kochsaftes gegen eiweiß- 
verdauende Enzymeim Gelatineverflüssigungsversuch infolge ungünstiger 
Einwirkung der hohen Salzkonzentration in Frage gestellt war, mußte 
diese Art der Co-Enzymzerstörung aufgegeben und auf die Hitzezer- 
störung durch Kochen am Rückflußkühler zurückgegriffen werden. 

Tabelle IV zeigt die ersten in dieser Richtung angestellten Ver- 
suche. Aus untergäriger Hefe der Versuchs- und Lehranstalt für Brauerei 
(V.L. B.) hergestellter Kochsaft wurde bei einem mu = 5,9, seiner 
natürlichen Wasserstoffzahl, 21, Stunden am Rückflußkühler gekocht. 
Das Co-Enzym zeigte sich noch nicht völlig zerstört, war also in diesem 
Milieu thermostabiler als in der von Tholin verwendeten Hefefraktion. 
Ins Auge fallend ist hier jedoch schon die Tatsache, daß durch diesen 
Kochsaft eine starke Ausdehnung der Gärzeit und damit zusammen- 
hängend eine Vergrößerung des Gärumfanges, bezogen auf die Gesamt- 
menge der entwickelten CO,, erzielt wurde, die wohl nur zum Teil 
auf den Co-Enzymgehalt zurückzuführen sein dürfte. 


Tabelle V. 

II. Thermostabilität des Co-Enzyms im Kochsaft. 
Versuchsbedingungen: A. Kochsaft aus Schultheisshefe U 7. 4 Stunden am 
Rückflußkühler gekocht. 2g Acetondauerhefe Schultheiss U 7. 4g Rohr- 

zucker. Volumen 20 ccm. 15 Tropfen Toluol. 





Entwickelte CO, in g | 


dazu nach Stunden Gesamt 
| nach | _ z 
24 Std. 48 72 96 | 116 




















L Ausgewaschene Acetondauer- | 0,04 | 0,03 — |0/04 | — 0,11 
hefe + Kochsaft A 0,08 | 005 | — | 0,05 | — E O, 18 
2. Acetondauerhefe + Koch- |} 0,26 | 0,32 | — | 046 | — 
saft A 0,24 | 0, ‚32 0, 45 | — 7 01 
B. Kochsaft aus Schultheisshefe U 7. 6 da gekocht, sonst wie in A. 
d Ausgewaschene Acetondauer- || 0,04 | 0,02 | — ¡0,005 | — 0,11 
hefe + Kochsaft B 0,03 0,03 — | 0,04 — 0,10 


4, Acetondauerhefe + Koch- | 0,33 | 0,30 | 0,24 ' 0,18 | 0,14 1,19 
saft B 0,30 | 0,30 | 0,23 | 0,19 | 0,13 || 1,15 
C. Kochsaft wie in B. 8 Stunden gekocht, sonst wie in A und B. 





5. Ausgewaschene Acetondauer- || 0,03 | 0,01 | — — — j 0,04 
hefe + Kochsaft C ! 0,02 | 0,02 | — — — 0,04 
6. Acetondauerhefe + Koch- | 0,24 | 0,32 | 0,25 ¡| 0,20 | 0,19 ; 1,20 
saft C 1 0,23 | 0,33 | 0,24 | 0,19 | 0,19 || 1,18 





Versuch 1 und 3: Co-Enzym ist noch nicht völlig zerstört. 
5 5: Co-Enzym ist völlig zerstört = Schutzsaft. 
PR 2, 4, 6: Zymaseschützende Wirkung der Säfte (Gärdauer, Gär- 
. umfang). 
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Weitere Experimente zeigten die Widerstandsfähigkeit eines | 
ringen Co-Enzymrestes noch bei vier- bzw. sechsstündigem Koch: 
während siebenstündiges Kochen zum Ziele führte. Der Saft zei; 
gegenüber von einwandfrei ausgewaschener Acetondauerhefe keineı 
Co-enzymatische Eigenschaften mehr (Tabelle V). 

Dieser Schutzsaft genannte Co-enzymfreie Hefekochsaft, der seir 
Herstellungsart nach sowohl die Buchner und Haehnsche Antiprote: 
wie das Tholinsche Vitamin (gemeint ist wohl der Biokatalysator B ` 
enthalten dürfte, sollte nun zur Charakterisierung der Art der dur 
ihn verursachten Gärungsaktivierung näher untersucht werden. 

Zunächst war es erforderlich, eine antiproteolytische Wirku 
des Schutzsaftes experimentell nachzuweisen. Benutzt wurde hier 
die von Buchner und Haehn!) angegebene Methode der Gelatin 
verflüssigung. 

9proz. Gelatinelösung (einmal in Schutzsaft und einmal in Wasse 
wird in graduierte Meßzylinder (Inhalt 10 ccm) gefüllt und m 
frischem Mazerationssaft als Endotryptasepräparat überschichtet. D 
fortschreitende Verflüssigung der Gelatine kann direkt abgeles 
werden, und die Differenz zwischen dem Wasser- und Schutzsafi 
versuch gibt die antiproteolytische Kraft des zur Gelatine zugesetzte 
Schutzsaftes wieder. 

Das Resultat in Tabelle VI zeigt deutlich, daß die antiprotec 
lytische Kraft des Schutzsaftes weitgehend erhalten geblieben ist. 

Ein Kontrollversuch mit einer den im Schutzsaft enthaltene 
Phosphatmengen äquivalenten Menge Kaliumphosphat von einer 
pu = 5,8 zeigt, daß dieses Salz mit der antiproteolytischen Wirkun; 
nichts zu tun hat. 

Inwieweit der Schutzsaft nun auch gärungskatalysatorische Eigen 
schaften besitzt, analog den von Tholin gefundenen Vitamineigen 
schaften, muß nunmehr der Gärungsversuch erweisen. ! 


C. Identifizierung der zymasekatalysatorischen Eigenschaften des Schul:sa 
mit. seinen antiproteolytischen Eigenschaften, gekennzeichnet durch Sc 
der Zymase vor der Endotryptase. 
a) Vergrößerung des Gärumfanges. Phosphat- 
und Schutzsaftaktivierung. 

Die im Verlaufe der Kochsaftprüfungen in bezug auf den n 
mehrstündigem Kochen noch vorhandenen Co-Enzymgehalt gefund‘ 
Vergärungsresultate zeigten eine ganz prominente Verlängerung 
Gärzeit und Vergrößerung der CO,-Entwicklung (um etwa 50 
100%) gegenüber den ohne Aktivatoren angesetzten Versuchen | 
belle IV, 3, und Tabelle V, 2, 4 und 6). 


1) Über eine Antiprotease im HefeproBsaft s. weiter oben. 
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Tabelle VI. 


Antiproteasenachweis in 8 Stunden gekochtem' Co-enzym- 
freien Kochsaft = Schutzsaft. 


I. Herstellung der gewöhnlichen Gelatine za Verdauungszwecken. 20 ccm H,O 
mit etwas Chloroform durchgeschüttelt und mit 1,8 g kleingeschnittener 
Gelatine versetzt. Auf Wasserbad bis zur Lösung erwärmt. Man füllt je 
etwa 7 ccm dieser Lösung in 10 ccm Meßzylinder und läßt 24 Stunden 
erstarren. Hierzu fügt man die eiweißverdauenden Enzyme, indem man mit 
l cem Mazerationssaft überschichtet und einen Tropfen Toluol zufügt. 
Einwirkung bei 22° im Thermostaten. 
Së Gesamt 


| en 
8 d = | sen. 
L. Aë ' 1 | 175 
2. | 170 


IH. H la da Pe A wie z nur an SC der A ccm H,O 
20 ccm Schutzsaft. 8 Stunden gekocht. | 
3. Meßzylinder ` | 6,75 y 6,40 0,35 | 6,0 0,40 ` 0,75 
4. I 69 | 6665 0,35 6,10 0,45 | 080 
III. Herstellung der Phosphatgelatine wie I + 0,1g Phosphat pg = 5,8 
(natürliche Wasserstoffzahl des Kochsaftes). 
5. Meßzylinder | 6,9 5,9 1,0 | 5,30 0,60 ' 1,60 
6. | 6,9 6,0 5,40 | 0,60 ¡ 1,50 
Die Differenz von I. und II. zeigt die vorhandene Antiproteasewirkung. 


III. Das Phosphat hat keinen Einfluß (Kontrolle für II., ph und Phosphat 
des - Schutzsaftes). 


Nach 14 Tagen |Verdaut| 
o com ëć 


| Nach e GER 














LE 


Die Möglichkeit, die bisher als undefinierbare ,,Vitamin- bzw. 
Biokatalysatorwirkungen‘‘ gekennzeichneten Phänomene auf eine ein- 
fache Schutzwirkung gegenüber von Zymase, also auf ein antiproteo- 
lytisches Agens gegenüber der zymasezerstörenden Endotryptase zurück- 
führen zu können, lag nahe und soll im folgenden experimentell er- 
gründet werden. 

Hinzugefügt sei noch, daß unter dem alten Namen Endotryptase?) 
hier und im folgenden der eiweißabbauende Enzymkomplex zusammen- 
gefaßt ist, der sich aus Pepsin, Tryptase und Ereptase zusammensetzt?). 
Für die eigentliche Zymasezerstörung kommt von diesen dreien wohl 
nur das Pepsin in Frage, da die anderen beiden Enzyme, deren 
Pu-Optimum größer als 7,0 ist, in Säften, die eine entsprechende 
H-Ionenkonzentration zeigen, nur eine minimale zymasezerstörende 
Wirkung ausüben im Gegensatz zum Pepsin, das in Säften mit einem 
Dn von 4 bis 5,5 die Zymase stark angreift. Aus dieser Erscheinung 
kann man indirekt einen Schluß auf die Natur der Zymase ziehen. 
Denn da das Pepsin nach Dernby?) nur genuine Eiweißkörper zu Pep- 
tonen abbaut, muß die Zymase oder wenigstens ein integrierender 





1) Martin Hahn in E. Buchner, Die ‚„Zymasegärung‘. 
2) Dernby s. weiter oben. 


Biochemische Zeitschrift Band 138. 
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Bestandteil derselben in die Klasse der nativen Eiweißkörper eingereiht 
werden. i 

Die den nachfolgenden Experimenten zugrunde liegenden Voraus- 
setzungen lassen sich in folgender Weise gliedern: 

L Feststellung der zymaseschützenden Eigenschaften des Schutz- 
saftes im Verlauf der zellfreien Gärung unter Bedingungen, die zu 
Trugschlüssen nicht führen können, insbesondere Ausschaltung der 
parallel laufenden Aktivierung der Gärung durch die Phosphate des 
Schutzsaftes. 

2. Vergleich der zymasekatalysatorischen Eigenschaften im Gär- 
versuch mit antiproteolytischen Erscheinungen im parallel laufenden 
Gelatineversuch bei Anwendung verschiedener Schutzsaftkonzen- 
trationen. 

3. Prüfung der Widerstandsfähigkeit der Antiprotease wie des 
Gärungskatalysators gegenüber verschiedener Agenzien. 

4. Vergleich mit ‚Vitaminen‘ aus anderen Stoffen, z. B. Weißkohl. 

5. Prüfung der Möglichkeit, die zymaseschützenden Eigenschaften 
auf reine Pufferwirkungen zurückführen zu können. 

6. Co-enzymschützende Eigenschaften des Schutzsaftes und Nach- 
weis eines in dieser Richtung wirkenden antilipatischen Agens (im 
zweiten Teil der Arbeit besonders ausgeführt). | 

Der unanfechtbare Nachweis der in einer bestimmten Art und 
Weise verlaufenden Gärungsaktivierung durch die in Frage kommenden 
Agenzien des Schutzsaftes kann nur geführt werden, wenn die an sich 
schon aktivierende Wirkung der in ihm reichlich enthaltenen EES 
gebührend berücksichtigt wird. 

Nach E. Buchner!) werden in Hefesäften bei Beete Autolyse. 
also natürlich besonders in der Wärme, die Phosphate aus ihren ur- 
sprünglichen komplizierten Verbindungen, insbesondere Nucleinen und 
Nucleinsäuren, abgespalten und können dann ihre gärungsaktivierenden 
Wirkungen voll ausüben. Dieser Wirkung gilt es nun, in den ohne jene 
phosphathaltigen Säfte laufenden Vergleichsversuchen ein Äquivalent 
entgegenzusetzen. Es war erforderlich, die Phosphatwirkung so zu 
leiten, daß sie nicht mit der spezifisch katalysatorischen Schutzsaft- 
wirkung kollidieren konnte. 

Man muß sich zunächst darüber klar Werden, wie überhaupt 
Phosphatzusätze auf den Gärverlauf einwirken können. 

Betrachtet man zunächst nur das saure Phosphat vom pp = 4,5 
und seine Mischungen mit sekundärem Salz bis zu einem py von etwa 
6,5, so ist eine erhebliche Verschiedenheit der Aktivierung innerhalb 
dieser Grenzen nicht vorhanden. Die Wirkung ist hauptsächlich wohl 


1) E. Buchner, Die ‚„Zynasegärung‘“. 
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Tabelle VII. 
Bestimmung des Phosphatoptimums. 


Versuchsbedingungen: Phosphatmischung KH,PO,:K,HPO, = 9:1 = py 
= 5,8. 2g Acetondauerhefe V. L. B. U 2 + 4 g Rohrzucker + 20 ccm H,O. 
15 Tropfen Toluol. 
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Phosphatoptimum liegt in den Grenzen von 0,25 bis 1,25% Phosphatzusatz. 


in der Tatsache begründet, daß sich das Phosphat an der Bildung 
des ersten Gärungszwischenproduktes, des Hexosephosphorsäureesters, 
beteiligt. Diese Wirkung wird sich hauptsächlich in der Angärung, 
also während der ersten 24 Stunden der Gärzeit, bemerkbar machen, 
eine Annahme, die durch die Experimente bestätigt wurde. Tabelle VIII, 
2., zeigt eine starke CO,-Entwicklung innerhalb der ersten 20 Stunden, 
weil durch das Phosphat von vornherein die reichliche Bildung des 
Esters sichergestellt ist und ein Abklingen der Gärung das den Ver- 
suchen ohne Phosphatzusatz ziemlich entspricht (Tabelle VIII, 1.). 
Je mehr wir nun die H-Ionenkonzentration vergrößern, also nach 
der sauren Seite’ verschieben, wird sich eine zweite Wirkung des Phos- 
phats bemerkbar machen, nämlich die Aktivierung der Enzyme, die 
die Zymase und ihr Co-Enzym zerstören. Es sind dies Endotryptase 
und Lipase. Das Wirkungsoptimum des Sammelbegriffs Endotryptase 
liegt bei niedrigem py der Lösung (pn etwa 4,5). In diesem Falle wird der 
Erfolg sein: Gute Angärungsaktivierung und schlechte Endvergärung. 
15* 
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Wieder anders ist die Wirkung von Phosphatzusätzen, deren 
De über 6,5 nach der alkalischen Seite zu liegt. Alkalische Reaktion 
hemmt die zymasezerstörende Wirkung der Endotryptase und auch 
die Lipase sehr stark, dagegen wird das Co-Enzym selbst durch Alkalien 
angegriffen, bei den in Frage kommenden py = 6,5 bis 8,5 allerdings 
nur sehr schwach. Der Gesamteffekt ist jedenfalls eine fortlaufende 
Gärungsaktivierung während ihres ganzen Verlaufs (Tabelle X, 8., 9.). 

Als letztes ist dann noch die Wirkung der Menge des zugesetzten 
Phosphats in Erwägung zu ziehen. Starke Salzzusätze können Koagu- 
lationen im kolloidalen :Fermentzustande herbeiführen. Schwache 
können unter Umständen peptisierend wirken. 

Hier gilt es, durch eine fortlaufende Versuchsreihe ein Optimum 
festzustellen. 

Um nun alle diese Fehlerquellen für die Versuchsauswertung 
möglichst auszuschalten, mußten Bedingungen gewählt werden, die 
keinerlei unkontrollierbare Einflüsse zulassen. 

Die Wasserstoffionenkonzentration ist zunächst, wie schon er- 
wähnt, am günstigsten bei dem pg des natürlichen Kochsaftes. Sie 
liegt etwa bei pa = 5,5 bis 6. Ein Phosphatgemisch von 1 Teil sekun- 
därem und 9 Teilen primärem Salz zeigt in Lösung ein pg = 5,8, was 
einen guten Durchschnittswert ergibt. Diese Mischung stellt eine 
Puffersubstanz dar, die einer Verschiebung des pg sowohl nach der 
sauren wie nach der alkalischen Seite einen weitgehenden Widerstand 
entgegensetzt und Bedingungen gewährleistet, die das freie Spiel der 
Enzyme am wenigsten beeinflussen. 

Über die optimale Menge des zuzusetzenden Phosphatgemisches 
gibt der Versuch Aufschluß, den Tabelle VII wiedergibt. Er zeigt, 
daß innerhalb der Grenzen von 0,25 bis 1,25%, Phosphatgehalt der 
Lösung keine wesentlichen Unterschiede herrschen. Erst von 1,5% 
an beginnt sich die Wirkung der Salzkonzentration auf den Dispersitäts- 
grad des Enzymmilieus durch Verkleinerung des Gärumfanges langsam 
bemerkbar zu machen. 

Aus diesen Resultaten kann man nun indirekt auf die Wirkung der 
im Schutzsaft vorhandenen Phosphate schließen. Denn um die spezifisch 
katalysatorische Wirkung des Schutzsaftes als solche zu messen, ist 
es notwendig, die Phosphatwirkung von ihr in Abzug zu bringen. 

Wenn man nun also noch die optimale Schutzsaftmenge feststellt 
und schließlich bestimmt, innerhalb welcher Grenzen die für diese Schutz- 
saftmenge optimale Phosphatmenge liegt — vorausgesetzt, daß durch 
zugesetzte Phosphate die aktivierende Wirkung des Schutzsaftes über- 
haupt noch gesteigert werden kann —, dann ist die zymasekatalysa- 
torische Wirkung (Eulers Biokatalysator B II) von der Phosphatwirkung 
durch bloße Subtraktion zu trennen. 


Katalysatoren aus Hefesáften. 229 


Der Versuch ergab, daß der optimale Schutzsaftzusatz erreicht 
wird, wenn man den unverdünnten natürlichen Schutzsaft als Lösungs- 
mittel für die Acetondauerhefe und den Rohrzucker an Stelle von 
Wasser verwendet. Bei Verwendung von Preßsaft ist natürlich, infolge 
der durch ihn hervorgerufenen Vergrößerung des Gesamtvolumens, 
der auf die Hälfte konzentrierte Schutzsaft der optimale. Im ersten 
Falle jedoch ergaben sowohl Verdünnung wie Konzentration des 
normalen Saftes schlechtere Resultate (Tabelle VIII). Der konzen- 
triertere Schutzsaft zeigt nun aber Wirkungen, die im Hinblick auf 
seine antiproteolytischen Eigenschaften noch näher beleuchtet werden 
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Abb. 1. Zu Tabelle VIII (Gärkurven). 


müssen. Die zu Tabelle VIII gehörende graphische Darstellung des 

Gärverlaufs kennzeichnet die Wirkungen der einzelnen Aktivatoren 
am deutlichsten. Kurve 3 mit der schwächsten Schutzsaftkonzentration 
zeigt die beste Angärung und, wenn man zunächst nur die schutzsaft- 
aktivierten Versuche 3, 4 und 5 in Betracht zieht, die schlechteste 
Endvergärung, den geringsten Gärumfang. Kurve 4 mit der natürlichen 
Schutzsaftkonzentration zeigt eine etwas schlechtere Angärung, jedoch 
weitaus den besten Gärumfang. Kurve 5, die bemerkenswerteste, zeigt 
eine sehr träge Angárung, die sogar schlechter ist als die ohne jeden 
Aktivator angesetzte Gärung 1. Aber sie erreicht zum Schluß — und 
diese "Tatsache ist ein ausgezeichneter Beweis für die vorliegende zymase- 
schützende Wirkung — fast den Gärumfang der optimalen Schutzsaft- 
kurve. Die Wirkung des zymaseschützenden Agens wächst also inner- 
halb weiter Grenzen mit der Konzentration und erreicht nicht, wie 
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Euler es von seinem ‚„Biokatalysator‘‘ im Hinblick auf die nur wenige 
Stunden dauernden Angärungsversuche annehmen mußte, schon früh 
ein Optimum, um dann wieder abzufallen. Hier ist die scheinbare 
Abnahme der gärungskatalysatorischen Wirkung des Schutzsaftes nur 
auf die mit der Zunahme der Konzentration parallel laufende Viskositäts- 
vergrößerung der Lösung zurückzuführen, worauf weiter unten noch 
zurückzukommen ist. 


Tabelle VIII. 
Bestimmung des Schutzsaftoptimums. 


Versuchsbedingungen: Verglichen werden drei Schutzsaftkonzentrationen. 

1. 10 ccm Schutzsaft + 10 ccm H,O. 2. 20 com Schutzsaft. 3. 20 ccm auf 

die Hälfte konzentrierter Schutzsaft. 2g Acetondauerhefe V. L. B. U 4. 
4g Rohrzucker. 15 Tropfen Toluol. 


1) 
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dazu nach Stunden || Gesamt 

nach 

20Std. 
EEEE HE — !042|0,10|006 —'— | 081 
er EE oäsl — 0401010 007 | 1 — | 0582 
2. 4 20comH¿04-0,15g | 031 | — | 0,44 0,09 1005. — '— . 089 
Phosphat 031] — 041 0,13 |007| — ` 0,92 
, 1025| — | 0,0 10,13 | 0,10, om — ` 1/03 
3. + 20 com Schutzsaft 1 0,29  — [0,54 0,13 0,10 | 0,06, — 1 1,02 
| 0,27 | — ' 0510,17 | 0,15 , 0,11 0,09; 1,30 
u » 2 0024| — !050 0,16 014 0,07 oe | 119 
| o21! — ¿033 /016|019/018/011! 1,18 
5. +20, n 3 021! — |034 i014 | 015 | 0.15 | 009" 108 








Versuch 4, mit dem normalen Schutzsaft zeigt die optimalen Bedingungen: 
gute Endvergärung, größter Gärumfang. 
ee 2, typische Phosphataktivierung: beste Angárung und schlechte 
Endvergárung. 

Kurve 1 und 2, die als Ver- 
gleiche dienen, zeigen nun folge- 
richtig die Wirkung des Phosphats. 
In Kurve 2, dem nur phosphatakti- 
vierten Versuch, ist die stärkste 
Angärung zu konstatieren, die aber 
bereits früh abfällt und der Kurvel, 
dem gar nicht aktivierten Versuch, 
parallel läuft. 

Der grundsätzliche Unterschied 
zwischen der Aktivierung mit Phos- 
phat und der mit Schutzsaft liegt also darin, daß das Phosphat die An- 
gärung, der Schutzsaft jedoch hauptsächlich die Endgárung aktiviert. 


ccm verdaute Gelahne 





72 96 
Stunden 
Abb. 2. Zu Tabelle VIII (Verdauungskurven). 
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Wenn also, wie manche Versuche gezeigt haben, der Gesamtumfang 
der Gärung bei der Phosphataktivierung bei schwachen Präparaten 
nicht erheblich hinter der Schutzsaftaktivierung zurückbleibt, so ist, 
»elbst bei diesen Ausnahmefällen, der wesentliche Unterschied deutlich 
zu erkennen. 

Das soeben besprochene, mit drei verschiedenen Schutzsaft- 
konzentrationen durchgeführte Experiment legte es nahe, eine ent- 
sprechende Versuchsreihe zur Prüfung der typisch antiproteolytischen 
Wirksamkeit der drei Präparate auf dem Wege des Gelatineverdauungs- 
versuches anzusetzen. Die erhaltenen Ergebnisse sind in dem zu 
Tabelle VIII gehörigen kleinen Koordinatensystem graphisch dar- 
gestellt. Die Kurven müssen, wenn die Antienzymhypothese richtig 
ist, in beiden zum Vergleich zu bringenden Versuchsreihen das gleiche 
Bild zeigen, natürlich im entgegengesetzten Sinne, da der kleinsten 
Gelatineverdauung der größte Gärumfang entsprechen muß. Eine 
überraschende Übereinstimmung ist in der Tat zu konstatieren. Im 
Vergärungsversuch sind zwei Kurvengattungen deutlich zu unter- 
heiden, nämlich die Phosphataktivierungskurven und die Schutzsaft- 
aktivierungskurvén. Wir sehen, daß die Kurve 3 mit der schwächsten 
Schutzsaftkonzentration ihrer Art nach noch zu den Phosphatkurven 
(Schutzsaft enthält reichlich Phosphate) gehört, die durch gute An- 
gárung und starken Gärabfall am Ende charakterisiert sind. Ver- 
gleichen wir nun diese Kurven mit denen im Gelatineversuch, so ergibt 
sich ein ganz ähnliches Bild. Die Phosphatwirkung kann hier vernach- 
lässigt werden, da sie ohne Einfluß auf die Gelatineverflüssigung: ist 
‘Tabelle VI, 3.). Die Kurven der verschiedenen Schutzsaftkonzen- 
trationen ergeben, wie im Gärungsverlaufe, zwei verschiedene Gattungen.. 
4. und 5., die beiden Kurven der konzentrierteren Schutzsäfte, zeigen 
einen fast gleichen Verlauf, während 3. eine viel schlechtere antiproteo- 
Ivtische Wirkung und, wie im Vergärungsversuch, einen gänzlich ab- 
weichenden Verlauf zeigt. Kurve 1 zeigt den Vergleichsversuch ohne 
Schutzsaft, wäre also mit der ohne Aktivatoren angesetzten Gárkurve 1 
zu vergleichen. | 

Bei der Fortsetzung der Experimente zur Festlegung der gärungs- 
katalysatorischen Größe war im weiteren, nachdem Phosphatoptimum 
und Schutzsaftoptimum festgelegt sind, wie schon angedeutet, das 
Optimum für beide zugleich festzustellen. Der Versuch wurde wie in 
Tabelle VIII mit unverdünntem Schutzsaft angesetzt und Phosphat- 
mengen von 0,25 bis 2,25%, verwendet. Es ergab sich folgendes Re- 
‚sultat: Das Phosphatoptimum liegt bei einem Gehalt der Lösung 
von 0,75%, Phosphat, fällt also mit dem Phosphatoptimum bei den 
Versuchen ohne Schutzsaft zusammen (Tabelle IX, 4). Durch die 

Festlegung dieser beiden Optima des Phosphatzusatzes mit und ohne 


232 H. Haehn u. H. Schifferdecker: 


Schutzsaft, die bei der eben gekennzeichneten Grenze zusammen- 
fallen, ist somit die Möglichkeit geschaffen, die Phosphataktivierung 
von der Schutzsaftaktivierung, soweit es sich um den Gesamtumfang 
der Gärung handelt, zu trennen. Hält man nämlich die Phosphat- 
menge in allen diesbezüglichen Versuchen auf 0,75 Y, so ist das Maximum 
der hierdurch hervorgerufenen Aktivierung erreicht und alles, was in 
den mit Schutzsaft laufenden Gärversuchen noch darüber hinaus 
geleistet wird, ist allein auf Rechnung des zymaseschülzenden Agens 
zu setzen. Dies wäre also, nach Eulers Nomenklatur der Biokataly- 
sator B II, nach der hier entwickelten Ansicht die antiproteolytische 
Wirkung. 


Tabelle IX. 


Bestimmung des Phosphatoptimums bei gegebenem Schutz- 
saftoptimum. 
Versuchsbedingungen: 20 ccm Schutzsaft (= optimale Konzentration). 
Phosphatgemisch pyu = 5,8. 2g Acetondauerhefe V. L. B. U 4. 
4 g Rohrzucker. 15 Tropfen Toluol. 








Entwickelte CO, ing | 














KA A e | 
| nach dazu nach Stunden -~ Gesamt 
20 Std. Lul 68 | 116 | 140 
1. 20 com H,O + 0,15 g Phos- Phos- | 033. 0,32 Í 012 | 008 | — ms 0,85 
phat (Kontrolle) 0,34 | 0,35 | 0,15 Ä 0,07 | — ¡| 09 
0,29 0,42 014 ' 008 | — | 0,93 
2. 20 com Schutzsaft | 0.28 | 0,37 | 0,13 | 0,07 NS 0,85 
3. 20 com Sohutasaft + 0,05g | 0,30 | 0,39 | 0,15 011 | 005 | 1,00 
Phosphat 0,31 | 0,40 | 0,16 | 0,13 | 0,06 ¡ 1,06 
4. 20 eem Schutzsaft + 0,15 g || 0,32 | 0,39 | 0,17 | 0,13 | 0,07 | 1,08 
Phosphat | 0,31 | 0,41 | 0,17 0,14 | 0,08 1,11 
5. 20 com Schutzsaft + 0,25 g | 0,33 | 0,40 ' 0,17 ; 0,13 , 0,07 ` 1,10 
Phosphat 0,30 | 0,38 | 0,14 0,10 | 0,04 | 096 
6. 20 ccm Schutzsaft + 0,35 g | na 0,35 . 0,15 | 0,10 ¡ 005 | 0,97 
Phosphat ii 0,35 | 0,41 017 | 014 | 0,07 ' 114 
7. 20ccm Schutzsaft + 0,45 g | 033 0,39 | 0,13 | 0,09 | 0,03 || 0,97 
Phosphat 20 0,35 | 0,13 | 0,11 0,05 | 0,9 
Phosphatoptimum bei gegebenem më Aen he bes 0,15 g RN 75%) 
Phosphat. 


Man muß sich nun darüber klar sein, daß durch diese Kombinierung 
von Phosphat- und Schutzsaftaktivierung eine sehr wesentliche Eigen- 
schaft des Schutzsafies, wodurch er sich von der Phosphatwirkung 
unterscheidet, námlich die schon erwáhnte schlechte Angárung und 
bessere Endgárung, stark verdeckt werden muf. Das Experiment in 
Tabelle IX, 1. und 4. zeigte schon diese Wirkung, denn die Angärung 
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ist in dem kombinierten Versuche fast ebenso groß wie bei alleiniger 
Phosphatwirkung. Jedoch schon in den zweiten 24 Stunden zeigt 
sich die Schutzsaftwirkung überlegen und bleibt es bis zum Ende, 
den Vergleichsversuch um 20% der entwickelten CO, übertreffend. 

Jedenfalls geht aus diesen Tatsachen hervor, daß die qualitative 
Schutzsaftwirkung nur ohne Phosphatzusatz richtig zu deuten ist. 
Bei der Erklärung ihrer Art muß man also auf die Versuche zurück- 
greifen, die ohne Phosphat allein mit Schutzsaft angesetzt sind, und 
diese dann mit nur phosphataktivierten Versuchen vergleichen. 

Will man jedoch den quantitativen Wert der Schutzsaftwirkung, 
der für die Erklärung ihrer Natur ja an sich nur von sekundärer Be- 
deutung ist, bestimmen und zahlenmäßig festlegen, so muß das kom- 
binierte Verfahren angewendet werden. Die in dieser Richtung weiterhin 
angesetzten Versuche enthält die Tabelle X. 


Tabelle X. 
Schutzsaft- und Phosphataktivierungen I. 


Versuchsbedingungen: 2g Acetondauerhefe V. L. B.U. VI. 4g Rohrzucker 
Phosphatgemisch py = 5,8. 15 Tropfen Toluol. 


Entwickelte CO, in g 
nach dazu nach Stunden 











Gesamt 
24 
8 | sta. | O A 64 | 

034 10291012 001. — ` — —l—! oz 

a “0,370.26 | 0,15 a EECH 
2. 20 cem H,O + 0,15 g (0,40 [0,25 |0,15 0.08 006 — | — — | 094 
Phosphat, 0.40 0.28 0.171007 066 — | — — || 0.97 
0,28 | 0,25 | 0,22 | 0,13 10,10 0,07| — | — | 105 

3. 20 ccm Schutzsaft 0,32 023| 022|014/0101006| — ' — | Um 
4. 20ccm Schutzsaft + 0,32 |0,24|0,18|0,11|0,15 0068| — | — | 1/08 
0,15 g Phosphat [0,31 | 0,24 | 0,22 | 0,13 | 0,15 | ¢,06! — | — | 1,11 


Versuchsbedingungen: 2 g Acetondauerhefe sus U 10 der Brauerei Ponarth, 
sonst wie oben. 











'0,27|0,18| — :0,06/0/03; — | — | — | 0,54 
5. 20 ccm H,O .0,28/0,22| — į0,08|0,04. — | — = 0,62 
6. 20com H,O +0, 15 g [0,33 0,35| — |0,29 0,08 0,06 0,03. 1,14 
Phosphat ‚034 033| — |0,35,0.12 0,07|005. — | 126 
7. 20 cem Schutzsaft + .0,26 |0,32| — |0,44 0,19 0,13 | 0,14 0,08. 1,56 
Phosphat 10,27 0,301 — !o,50|o.19 | 0.15 | 0,09 |0.08|| 158 
Versuchsbedingungen: Phosphatzusatz py = 7,9 (K,HPO,), sonst wie oben, 
8. 20 ccm H,O + 0,3 g |' 0,54 | 0,46 | 0,26 | 0, E — || 1,32 
Phosphat 10,52 0.48 0,30 30 | 0,08! — — | — | 1,38 
9. 20 ccm Schutzsaft + 0,44 | 0,52 | 0,4 wo 01005| — | = A E y 
0,3 e Phosphat 10,44 10,49 10,500.13 10071| — — | — | 163 





234 H. Haehn u. H. Schifferdecker: 


Es zeigen sich hier gewisse individuelle Verschiedenheiten von 
Hefen verschiedener Abstammung. Während eine Acetondauerhefe 
aus U VI der V. L. B. nur eine Schutzsaftaktivierung von etwa 15°, 
aufweist (Tabelle X, 2., 4.), zeigt eine Acetondauerhefe aus U X der 
Brauerei Ponarth eine Aktivierung von 30 %, (Tabelle X, 6., 7.). Gegen- 
über dem ohne jede Aktivatoren laufenden Kontrollversuch zeigte 
die kombinierte Aktivierung sogar eine Vergrößerung des Gärumfanges 
von etwa 150%. Auch qualitativ kann die Schutzsaftwirkung bei 
dieser -Hefe als Musterbeispiel gelten. 

Zusammenfassend kann man sagen, daß die im Durchschnitt 
zahlreicher Versuche zum Ausdruck gekommene typische Schutzsaft- 
wirkung eine Vergrößerung des Gärumfanges um 20%, gewährleistet. 
Jedoch wird durch diese Zahl die tatsächliche Größe der zymase- 
schützenden Wirkung immer noch nicht voll erfaßt, denn man muß 
berücksichtigen, daß trotz aller angewandten optimalen Versuchs- 
bedingungen die viel größere Viskosität der mit Schutzsaft laufenden 
Versuche — hervorgerufen durch seinen beträchtlichen Gehalt an 
Eiweißstoffen und ihren Abbauprodukten — im Vergleich zu den nur 
mit Phosphat aktivierten wässerigen Acetondauerhefenaufschlämmungen 
ein viel schlechteres Reaktionsmilieu für die Zuckerspaltung hervorruft. 
Die Acetondauerhefe mit ihrem wirksamen Zymaseinhalt setzt sich 
bald zu Boden, und der dort gespaltene Zucker muß fortlaufend durch 
neuen, aus den entfernteren Teilen der Lösung herbeidiffundierenden 
ersetzt werden. Dieser Ersatz muß natürlich, je weniger viskos das 
Milieu ist, um so schneller vor sich gehen. Es muß folglich die tat- 
sächlich erzielte Schutzsaftwirkung, umgerechnet auf gleiche Viskosität 
mit den Vergleichsversuchen, beträchtlich höhere Zahlen ergeben. 

Daß diese Auffassung richtig ist, beweist die Schutzsaftwirkung 
gegenüber von nach der Buchnerschen Methode hergestellten Preb- 
säften. Hier tritt ja nur bei Zusatz von stark konzentriertem Schutzsaft 
eine gewisse Viskositätsvergrößerung ein, die überdies in dem rein 
flüssigen Milieu bei weitem nicht eine so reaktionshemmende Rolle 
spielt, wie in den Acetondauerhefeaufschlämmungen, wo ungehinderte 
Diffusion das Haupterfordernis ist. So kommt es auch, daß Schutzsaft- 
konzentrationen, die für Acetondauerhefe schon jenseits des Optimums 
liegen, auf Preßsaft noch immer gärumfangvermehrend einwirken, 
woraus sich für die quantitative Schutzsaftwirkung bedeutend höhere, 
den absolut richtigen wahrscheinlich sehr nahekommende Zahlen er- 
geben. Die in Tabelle XI wiedergegebenen Versuche ergeben bei Zusatz 
von gewöhnlichem Schutzsaft eine Gärumfangvergrößerung von etwa 
40 Y,, bei auf die Hälfte konzentriertem Schutzsaft sogar um über 100 %- 
Wie aus diesen Resultaten hervorgeht, eignet sich Preßsaft zur Charak- 
terisierung der Schutzsafteigenschaften wegen der damit zu erzielenden 
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gróBeren quantitativen Ausschláge bedeutend besser als Acetondauer- 
hefe. Seiner durchgängigen Verwendung steht jedoch ebenso wie der 
von Mazerationssäften die sehr geringe Haltbarkeit des Práparates 
entgegen, die für jede Versuchsreihe eine Neuherstellung des Saftes 
erforderlich macht, während man von der Acetondauerhefe große 
Mengen eines gleichmäßigen haltbaren Präparates herstellen und 
beliebig viele Vergleichversuche hiermit ansetzen kann. Außerdem 
aber zeigten sich eine große Anzahl der Nachkriegshefen für die Her- 
stellung von Preßsäften und vor allem von Mazerationssäften gänzlich 
ungeeignet, eine Tatsache, die im zweiten Teil der Arbeit noch aus- 
führlich behandelt werden soll. 


Tabelle XI. 
Schutzsaft- und Phosphataktivierungen II. 


Versuchsbedingungen: Preßsaft aus U 12 (Ponarth) je 20 ccm, De = 5,8. 
Auf je 20 ccm Volumen 8g Rohrzucker. Toluolzusatz. Phosphatgemisch 


PH = 5,8. 


Entwickelte CO; in g 


i Ea dazu nach Stunden | Gesamt 
IE 14 68 | 92 | 116 | 140 | 
Ms A A Fi a A 
| 
| 
| 


















































060 low ol — | — | — ! 087 

1. +0,15g Phosphat 055 08 | 0.04 | — Meal Esa 0,77 

2. 20 ccm Schutzsaft + || 0,65 | 0,35 | 0,09 | 001 | — — i 110 

0,15 g Phosphat | 0,73 | 0,29 0,111 | 003 | — | — 116 

3. 20 ccm konz. Schutz- | 0,54 | 051 | — | 0,58 | 0,17 | 0,10 | 1,90 

saft + 0,15g Phosphat | 0,60 | 0,52 | — | 0,57 | 0,13 | 0,09 |; 1,91 
Versuchsbedingungen: Preßsaft aus U 13 (Ponarth), sonst wie Sa 

4. + 0,15 g Phosphat roo 10,28, [0,98 11 = En SH SE es 


0,56 | 0,29 | 0,08 | — — | 

5. 20 ccm konz. Schutz- || 0,43 | 0,47 | 027 | 0,33 | 0,11 E d 

saft + 0,15 g Phosphat || 0,47 | 0,45 | 0,34 | 0,28 0,13 0,113 

Schutzsaftaktivierung übertrifft die Phosphataktivierung um etwa 100 = 

ausgedrückt. durch Zunahme des Gärumjanges, sich dadurch als zymase- 
schützenden, antiproteolytischen Effekt charakterisierend. 


| 180 1,70 


Als weitere Variation in der Reihe der zur Belegung der Anti- 
enzymtheorie gemachten Versuchsanordnungen ist es nun am Platze, 
einen Vergleich und eine Kombination der Schutzsaftwirkung mit 
der von alkalischem Phosphat (RK. H DO.) heranzuziehen, welches Salz 
infolge der in seinen Lösungen vorhandenen Wasserstoffionenkonzen- 
tration vom pa = 8,3 gewissermaßen auch antiproteolytische Eigen- 
schaften besitzt. Tabelle X zeigt den Verlauf der Versuche, die im 
wesentlichen den mit dem Phosphatgemisch vom pa = 5,8 angesetzten 
Experimenten entsprechen und nur viel höhere Werte ergeben, weil 
sich, wie erwartet, die Schutzsaftwirkungen und die Wirkungen des 
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sekundären Phosphats in bezug auf ihre antiproteolytischen Eigenschafie 
addieren. Die Vergrößerung des Gärumfanges in dem kombinierten 
Versuche beträgt hier 17%. 


b) Widerstandsfähigkeit des wirksamen Prinzips gegen 
zerstörende Agenzien. 

Nachdem bisher die gärumfangvermehrenden Eigenschaften des 
wirksamen Prinzips im Schutzsaft hinsichtlich des von ihm beein- 
flußten Verlaufes der Gärung festgestellt worden sind und durchweg 
zwanglos mit Antienzymeigenschaften in Übereinstimmung gebracht 
werden konnten, war es möglich, einen weiteren Weg zur Identifizierung 
dieser Phänomene in der Richtung zu beschreiten, daß man die Wider- 
standsfähigkeit des Zymasekatalysators einerseits und der Antiproteas 
als solcher andererseits gegenüber von zerstörenden Agenzien prüfte. 
Hierbei mußten analoge Resultate gefunden werden. 

Hinsichtlich der Widerstandsfähigkeit der Antiprotease lag schon 
eine ganze Reihe von Versuchen vor (Buchner und Haehn, Über eine 
Antiprotease im Hefepreßsaft, s. weiter oben), die ergeben hatten. 
daß sie gegen Säuren und Alkalien geringerer Konzentration ziemlich 
beständig ist. 

Nun ist bekannt, daß das sogenannte wachstumsfördernde Vitamin ` 
durch Kochen mit Alkalien zerstört wird. Wenngleich natürlich von 
einer Identität oder auch nur einer Ähnlichkeit des wirksamen Prinzip: 
im Schutzsaft hiermit nicht ohne weiteres die Rede sein kann, so liegen 
doch derartige Versuche auch hier nahe. 

Es wurde zunächst ein Zerstörungsversuch bei einem py = "A 
angesetzt, wozu für 200 ccm Kochsaft Ze K,CO, erforderlich waren. 
Das Gemisch wurde am Rückflußkühler 6 Stunden gekocht, wobei 
ein Saft resultierte, der weder die spezifischen Schutzsaft- noch die 
antiproteolytischen Eigenschaften gänzlich verloren hatte (Tabelle XD). 
Denn sowohl die Gärung mit diesem Safte zeigte noch die typischen 
Schutzsaftwirkungen, als auch erwies der Gelatineverdauungsversuch 
noch das Vorhandensein von Antiprotease. In einem zweiten Experiment 
wurde die Menge des K,CO, verdoppelt (Tabelle XII, 3., 4.), worauf 
nach sechsstündigem Kochen ein Saft mit einem pg = 8,6 vorlag. 
der schon schwach nach Ammoniak roch, also deutliche Zersetzungs- 
erscheinungen aufwies. Nach der Neutralisation mit Phosphorsáure 
zeigten die Gärversuche hiermit ein geringes quantitatives Zurück- 
bleiben hinter den mit einer gleichen Menge Phosphat aktivierten 
Experimenten, wahrscheinlich infolge von beim alkalischen Kochen 
entstandenen gärungshemmenden Substanzen, aber eine schwache 
antiproteolytische Wirkung war sowohl im Gelatineversuch wie beim 
Verlauf der Gärung (schlechte Anfangs- und gute Endvergärung) noch 
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nachzuweisen. Natürlich ist an den schlechten Vergärungsergebnissen 
die hohe Salzkonzentration mit schuld. Jedenfalls läßt sich die anti- 
proteolytische und die Schutzsaftwirkung auch hier nicht trennen, und 
es ist eine weitere Stütze für ihre Identität geliefert. 


Tabelle XII. 


Einfluß alkalischer Behandlung auf die 
Schutzeigenschaften. 


I. Kochsaft: 6 Stunden mit lproz. K,CO, am Rückflußkühler gekocht, 
De = 7,6. Mit H,PO, auf py = 5,0 gebracht. = Schutzsaft I. 
Gäransatz: 2g Acetondauerhefe + 4g Rohrzucker + 20cem H,O + Toluol. 


| Entwickelte CO; in g 


| dazu nach Stunden Gesamt 
ES u” elo, 116 | 140 | 168 
= Ber u EN nen Nr an 


1. 20 ccm 1. ccm H,O + 0,15 g | 0,30 | 0,43 | 0,15 





Phosphat . [10,30 | 0,40 | 0,15 
0,16 | — | 0,43 
2. 20 ccm Schutzsaft I O, 16 | — |047 


Il. Kochsaft: 6 Stunden mit 2proz. K,C O, E Pu = E 6. Mit H PO 
auf Py = 5,0 gebracht = Schutzsaft II. 
Gäransatz : wie bei I. 


3. 20 ccm H,O + 0,3g | 0,40 | 036 |021| — 10,15] — |! 0,06 | 1,18 
Phosphat 0,36 | 0,34 | 0,22 | — |0,15| — | 0,05 | 1, 
0,21 | 0,24 | 0,20 | — |0,333| — ¡0,18 | 1,16 
4. 20 ccm Schutzsaft II 0,20 0,23 | 0.16 | — |026| — 0,15 ' 1.00 
` Gelatineverdauungsversuch. 


I. a) Gewöhnliche Gelatine nach 44 Stunden durch Endotryptase 
verdaut: 1. 1,7 ccm, 2. 1,8 ccm. 


b) Gelatine + Schutzsaft I nach 44 Stunden durch Endotryptase 
verdaut: 1. 1,3 ccm, 2. 1,2 ccm. 

II. &) Gewöhnliche Gelatine nach 72 Stunden durch Endotryptase 
verdaut: 1. 2,9 ccm, 2. 2,8 ccm. 


b) Gelatine + Schutzsaft II nach 72 Stunden durch Endotryptase 
verdaut: 1. 1,9ccm, 2. 1,9 ccm. 


Sowohl Schutzsaft I wie II zeigen noch typische zymaseschützende und 
antiproteolytische Eigenschaften. 

Höhere Alkalikonzentrationen zum Zwecke der Zerstörung an- 
zuwenden, verbietet sich wegen der Unmöglichkeit, dann noch Gár- 
und Verdauungsversuche durchzuführen. 


c) Antiproteolytische Eigenschaften von Weißkohlextrakt. 
Als besonders reich an Vitaminen, die zum Teil auch die Eigen- 
schaften des Biokatalysators B II zeigen, ist der Weißkohl bekannt, 
und es lag im Sinne der bisher durchgeführten Versuchsreihen, einen 
Extrakt hieraus auf seine etwaigen antiproteolytischen und Schutzsaft- 
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eigenschaften zu prüfen. Zu diesem Zwecke wurden 500 g Weißkohl 
zerrieben und hydraulisch bei 200 Atmosphären abgepreßt, wobei 
300 ccm Preßsaft von einem pg = 4,0 resultierten. Dieser wurde 
aufgekocht, abfiltriert und auf die Hälfte eingeengt. Im Gelatine- 
verdauungsversuch zeigte dieser Saft starke antiproteolytische Eigen- 
schaften, die größer waren als die von Schutzsaft aus Hefe, was zum 
Teil allerdings wohl auf die hohe Wasserstoffionenkonzentration zurück- 
zuführen ist, da das Optimum des Pepsins erst bei pa = 4,5 liegt 
(Tabelle XIII). Der Gärversuch zeigte in qualitativer Hinsicht auch 
wieder die typischen Schutzsafteigenschaften mit stärkerer Betonung 
der Endvergärung. Jedoch reichte die Gesamtkohlensäureentwicklung 
über den nur mit Phosphat aktivierten Versuch, bezogen auf gleiches 
pu, nicht hinaus, eine Folge der durch irgend ein beigemischtes hemmen- 
des Agens verursachten schlechten Angärung. 


Tabelle XIII. 
Antiproteolytische Eigenschaften von Weißkohlextrakt. 
I. Gelatineverdauungsversuch. 


. Gewöhnliche Gelatine + Endotryptasepräparat nach 144 Stunden 
verdaut: 1. 4,1 ccm, 2. 3,9 ccm. 

. Gelatine + Kohlsaft + Endotryptasepráparat nach 144 Stunden 
verdaut: 1. 1,3 cem, 2. 1,4 ccm. 

Gewöhnliche Gelatine + Endotryptasepräparat nach 144 Stunden 
verdaut: 1. 5,2 cem, 2. 5,1 ccm. 

. Gelatine + Kohlsaft + Endotryptasepráparat nach 144 Stunden 
verdaut: 1. 1,7 cem, 2. 1,8 ccm. 

. Gelatine + Kohlsaftasche + Endotryptasepráparat nach 144 Stunden 
verdaut: 1. 3,6 ccm, 2. 3,8 ccm. 

.und D. zeigen die antiproteolytische Wirkung des WeiBkohlextraktes. 


u RH a W > 


II. Vergärungsversuch. 
Gäransatz: 2g Acetondauerhefe (Ponarth) + 4g Rohrzucker + Toluol. 


\ 





— 














Entwickelte CO» in g 














Sage? dazu nach Stunden Gesamt 

e a M a e a | wie... 
1. 20 cem H,O 4 0,15g < 0,36 | 0,33 | — | 0,33 | ze | 0.08 1,11 
Phosphat , 0,40 , 035 | — | 0,32 | — 1012 119 
2. 20 ccm Kohlsaft+ 020 021 | — | 039 | — | 0,20 10% 
0,1 g Phosphat 0,21 | 0,24 | — 10,35 | — "048 08 

3. 'wie 1 "0,33: 0,33 | 0,24 | 0,11 | 0,05 | — 1% 
4. wie 2 0,18 0,22 | 028 016 | 006 | — : 0% 


Auch im Gärversuch ist die Schutzsaftwirkung des Weißkohlextrakes 
qualitativ erkennbar. 


Um festzustellen, inwieweit die See Eigenschaften 
dieses Extraktes auf seine anorganischen Bestandteile zurückzuführen 
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and, wurden 20 ccm des Saftes verdampft, verascht und mit Wasser 
sufgenommen. Hiermit wurde die zu verdauende Gelatine hergestellt. 
Es zeigte sich eine schwache antiproteolytische Wirkung, die jedoch 
hinter der des Saftes selbst um die Hälfte zurückblieb (Tabelle XIII, 
LE). so daß organische Agenzien die Hauptrolle spielen müssen. 
Diese dürften der Antiprotease im Hefepreßsaft und damit den gär- 
umfangvermehrenden Schutzstoffen entsprechen. 


d) Das antiproteolytische zymaseschützende Prinzip 
im Schutzsaft wirkt nicht im Sinne von Puffersubstanzen. 
Bei der Charakterisierung der Art der Schutzsaftwirkung lag die 
Möglichkeit vor, diese als eine rein physikalisch-chemische Erscheinung 
nder Form einer Pufferwirkung, hervorgerufen durch die im Schutzsaft 
vorhandenen Kolloide und Aminosäuren, bezeichnen zu wollen. ` Euler 
sat über derartige Erscheinungen in seiner ‚Chemie der Enzyme‘“‘, I. 
lolgendes: „Durch ihre Fähigkeit als amphotere Elektrolyte sowohl 
nit Säuren, wie mit Basen Salze zu bilden, wirken indirekt Eiweiß- 
stoffe, Peptone und Aminosäuren oft beschleunigend, wenn auch selten 
besonders kräftig. Sie regulieren gewissermaßen die Konzentration der 
harn Säuren und Basen“, und weiter: , EiweiBkórper und andere 
Rolloide üben Schutzwirkung gegen Inaktivierung der Enzyme bei 
höheren Temperaturen aus. Es liegt wohl Pufferwirkung vor.“ | 
Nun haben zunächst Buchner und Haehn in der Arbeit über eine 
„Antiprotease im Hefepreßsaft‘‘ nachgewiesen, daß Aminosäuren ver- 
«hiedener Art auf lagernden Preßsaft keinerlei zymaseschützende Wir- 
kung und auch auf Gelatine keine antiproteolytische Wirkung ausüben. 
Daß auch im vorliegenden Falle die Pufferwirkung nicht die Ur- 
sache der antiproteolytischen Wirkung des Schutzsaftes darstellt, 
seht zur Genüge aus den im folgenden beschriebenen Versuchen hervor. 
Zunächst mußte festgestellt werden, inwieweit sich überhaupt 
während des Gärverlaufs die Wasserstoffzahl der Preßsäfte nach der 
sauren Seite verschiebt, und ferner, welchen Einfluß die Schutzsaft- 
bw. Phosphatzusätze auf diese Verschiebung ausüben. Preßsaft wurde 
u diesem Zwecke 1. allein, 2. mit dem üblichen Phosphatgemisch 
m bp = 5,8 und 3. mit Schutzsaft in drei Vergleichsversuchen zur 
\ärıng angesetzt. Gleichzeitig mit der täglichen Bestimmung der 
Aohlensäureentwicklung wurde stets die Wasserstoffzahl gemessen. 
Hierbei stellte es sich heraus, daß die Woasserstoffzahl in allen drei 
Versuchen im ganzen um einen fast gleichen geringen Wert (von pg = 5,8 
pm = 5,6) abnahm (Tabelle XIV, A.). Unterschiede in der Pufferung 
"en demnach nicht festzustellen. Die erhebliche Vermehrung des 
"irumfanges des mit Schutzsaft aktivierten Versuches hat also offensichtlich 
nit der Pufferung nichts zu tun. 
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Tabelle XIV und XV. 
A. Prüfung auf Pufferwirkung von Phosphaten und Schutzsaft 
wáhrend der Gárung im Hinblick auf ihre zymaseaktivierenden 
Wirkungen. i 
Versuchsbedingungen: Je 20 cem Preßsaft aus V. L. B. U 5. Auf 20 ccm 
Volum je 8g Rohrzucker. Toluolzusatz. Phosphatgemisch pu = 5,8. 





Entwickelte CO, in g | 


nach | dazu nach Stunden u Gesamt 




















| T | = 
048 | 045 | 010 | — 1.03 
1. +0,2 g Phosphat 046 |: 045 010 — , 10 
py der Lösung = 5,8 py = | 5,6 | 5,6 5,6 | 5,6 | — 
0,43 0,28 0,02 — | 0,73 
2. ohne Zusatz 0,42 | 0,30 | 0,02 | sa A 0,74 
Py der Lösung = 5,8 py = | 5,6 | 5,6 5,6 | 55 ` 
| 0,45 ` 0,69 0,16 . 0,08 | 1,38 
3. +20 ccm Schutzsaft | 0,48 | 068 | 0,16 | 007 © 139 
pp der Lösung = 5,9 pg =|; 57 | 57 | 57 | 57 | — 


Versuch zeigt gleichmäßige Verschiebung des py in 1. 2. und 3. um 0,2. | 


B. Wirkung von Phosphat pg = 5,8 und py = 4,6 auf die Gärung. 
Versuchsbedingungen: 2 g Acetondauerhefe + 4 g Rohrzucker + 20 ccm H,O | 























+ Toluol. 
| Entwickelte CO» in g o | | 
Mi sch | dazu nach Stunden | Gesamt 
ges “ | 6 | 92 | 16 | 
er Ec Ss AS eege a AA See u a a E SE, e a "SE 
| 0,35 | 030 | 017 | — ¡012! 0% 
l. 0,2g Phosphat pg = 5,8 ¡038 | 032 | 016 | — |012 | 0,96 
| 
= | 0,32 | 0,29 | 0,17 ' 0,10 | 0,88 
2. 0,2 g Phosphat ph = 4,6 03 | 027 | 015 | 0.10 | 084 


Der Gárumfang bei der pg = 5,8 übertrifft den bei py = 4,6 um 8%. 


In einem weiteren Experiment wurde dann noch festgestellt, 
inwieweit bei einem py des Gárungsmilieus von 4,6 (primäres Phosphat) 
der Gärumfang gegenüber dem sonst vorhandenen py von 5,8 zurück- 
bleibt. Aus Tabelle XIV, B., ist ersichtlich, daß die entwickelte CU, 
bei pu = 4,6 um 8% geringer ist als bei einem pg von 5,8. 

Eine so geringe Verschiebung, wie sie während der Gärung selbst 
auftritt, wo das pg nur um etwa 0,2 bis 0,3 verändert wird, kann also 
höchstens eine Differenz von 1,5% in der CO,-Entwicklung ausmachen, 
ein Fehler, der bei der Größenordnung der Ausschläge vernachlässigt 
werden kann. Es geht somit aus den Experimenten hervor, daß man 
keine Berechtigung hat, bei den vorliegenden antiproteolytischen Eigen- 
schaften des Schutzsaftes als von Pufferwirkungen zu sprechen. 
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Aus allen den hier angeführten Versuchen geht die Identität 
Sachen antiproteolytischen und zymasekatalysatorischen, gärumfang- 
emehrenden Agenzien einwandfrei hervor. Sowohl aus dem Verlauf 
kr Gärungen an sich unter den verschiedensten Bedingungen, als 
sch im Vergleich mit analog angesetzten Gelatineverdauungsversuchen, 
eme endlich aus den gleichartigen Eigenschaften der fraglichen Stoffe 
peenúber von zerstórenden Agenzien ist ein umfassendes Beweis- 
siterial hierfür zusammengestellt. Daß jedoch die antiproteolytischen, 
ds» zrmaseschützenden Eigenschaften nicht die einzige Wirkungsweise 
des Schutzsaftes in bezug auf seine gärumfangvermehrende Wirkung 
bdeuten, sondern daß auch ein das Co-Enzym schützendes Prinzip 
darin enthalten ist, wird im zweiten Teil der Arbeit gezeigt werden. 


D. Über die Nomenklatur von Antifermenten und Fermentantikörpern. 


Die auf dem Gebiete der hier in Frage kommenden Körperklassen 
terrschenden Unstimmigkeiten in bezug auf die Begriffsbildung er- 
fordert es, an dieser Stelle noch die Grundlagen der in dieser Arbeit 
gebrauchten Nomenklatur zu erörtern. 


In seiner „Chemie der Enzyme‘ sagt Euler hinsichtlich der Be- 
rriffsbestimmung obiger Körper folgendes: ‚Von vornherein kann 
man alle diejenigen Stoffe zu den Paralysatoren (gemeint sind chemisch 
definierte, die Enzymtätigkeit hemmende Körper) abführen, welche 
zicht auf ein spezielles Enzym spezifisch wirken, besonders, wie Neuberg 
hervorhebt, die hitzebeständigen und anorganischen Substanzen, 
welche die Enzymwirkung mehr oder weniger vollständig aufheben.“ 


Es steht natürlich außer Diskussion, daß man einen chemisch 
wohl definierten anorganischen oder auch organischen Enzympara- 
lvsator nicht mit der Bezeichnung Antienzym belegen wird. Jedoch 
wäre es inkonsequent, derartig wirkende Agenzien, die wir nicht rein 
darzustellen in der Lage sind, in ihrer Bezeichnung als Antienzyme 
nur von ihrer mehr oder weniger großen Hitzebeständigkeit oder spezi- 
fischen Wirksamkeit abhängig machen zu wollen. Nachdem wir im 
Co-Enzym der Zymase und in einigen anderen Co-Enzymen Fermente 
kennengelernt haben, die in recht hohem Maße thermostabil sind und 
von denen ersteres doch nach seinen ganzen Eigenschaften bei der 
Zymasegárung die Hauptrolle spielen dürfte, ja sogar gewissermaßen 
das eigentliche Gärungsenzym charakterisiert, so dürfte man hier 
schon in analoger Weise hinsichtlich des Co-Enzyms nicht mehr als 
von einem eigentlichen Enzym sprechen, nur weil es eben in hohem 
Grade thermostabil ist. 


Ebenso ist ja, wie Euler ebenda mitteilt, ein pepsinhemmendes 


Agens, das Blum im Magensaft gefunden hat, hitzebeständig. 
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Sicherlich wird die Zahl der thermostabilen Enzymparalysatoren 
sich im Laufe der Zeit noch erheblich vermehren lassen, ohne daß es 
möglich sein wird, sie in ihren Eigenschaften von den sogenannten 
eigentlichen thermolabilen Antienzymen wesentlich zu unterscheiden. 

Die ganze Antifermentforschung steht augenblicklich unter dem 
Einfluß der in physiologischen Säften nach Zusatz artfremder Sub- 
stanzen gefundenen Antifermenten und Antitoxinen, und man versucht 
bisher immer, diesen Phänomenen auch alle anderen Antienzym- 
wirkungen generell anzugliedern. Ob dies der richtige Weg der Forschung 
auf diesem Gebiete ist, muß noch dahingestellt bleiben, ehe es gelingt. 
Einblick in die Konstitution und Wirkungsweise dieser Körper zu 
gewinnen. 

Augenblicklich müßte es jedenfalls noch richtiger erscheinen, alle 
diejenigen fermentparalysierenden Agenzien, die wir nicht chemisch 
oder physikalisch definieren können und die aus Enzymsäften ge- 
wonnen werden, ohne Rücksicht auf ihre mehr oder weniger große 
Thermostabilität bzw. spezifische Wirkung als Antienzyme zu be- 
zeichnen. Im Verlaufe der Forschung werden dann aus ihrer Zahl 
allmählich alle diejenigen ausgeschaltet werden können, die wir chemisch 
oder physikalisch zu definieren in der Lage sind, bis schließlich dir 
Enzyme selbst, auch die empfindlichsten unter ihnen, des Schleier: 
ihres Konstitutionsgeheimnisses entkleidet, uns als chemische Indi- 
viduen oder als Konglomerat von solchen von besonderer katalysa- 
torischer Begabung entgegentreten werden. 

Es liegt somit kein triftiger Grund vor, dem von Buchner und Haehn 
im Hefepreßsaft gefundenen antiproteolytischen Agens, das bei normalem 
Druck kochbeständig und in gewissem Sinne auch unspezifisch ist, 
den Namen ,,Antiprotease* zu verweigern. Und ebenso ist man be- 
rechtigt, einem analogen antilipatisch wirkenden Körper die Be- 
zeichnung ‚Antilipase‘‘ beizulegen. Einen Unterschied zwischen 
„Fermentantikörpern‘“ und ‚Antifermenten‘‘ zu machen, wie es Euler 
vorschlägt, erübrigt sich nach dem Gesagten. Man würde zunächst 
nur zwischen Antifermenten und chemisch definierten oder physi- 
kalisch bestimmten Paralysatoren zu unterscheiden haben. 
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II. Teil: 
Girungskatalysatoren aus Hefesáften als gärumfangvergrößernde Stoffe, 


erklärt durch ihre Co-enzymschützenden Eigenschaften. Charakterisierung 
dieser Stoffe als antilipatische Agenzien. 


A. Allgemeines. 


Während bisher das wirksame Prinzip des Schutzsaftes nur im 
Hinblick auf seine Identität mit der ‚‚Antiprotease‘‘ untersucht worden 
ist, muB nunmehr auch eine zweite Eigenschaft in den Bereich der 
Erwägungen gezogen werden, die sich nämlich dadurch kennzeichnen 
müßte, daß bei der Zunahme des Gärumfanges nicht nur ein die eigent- 
liche Zymase schützendes Prinzip, sondern auch ein analoges Co-enzym- 
schützendes Prinzip eine Rolle spielen dürfte. Es wäre demnach not- 
wendig, zur Bestätigung eines in diesem Sinne wirkenden Agens zuerst 
die Co-enzymschützende Kraft des Schutzsaftes im Gärversuch einwand- 
frei nachzuweisen, und dann die Art dieser Wirkung in ähnlicher Weise 
wie beim zymaseschützenden Stoffe auf eine einfach zu definierende 
Ursache zurückzuführen. 

Zu diesem Zwecke erschien es zunächst ratsam, an Arbeiten an- 
zuknüpfen, die von Harden und Young!), den Entdeckern des Co- 
Enzyms, gemacht worden sind. Auf Grund von hierbei erzielten Er- 
zebnissen haben sie schon die Vermutung ausgesprochen, daß die 
Abnahme der Wirksamkeit des Zymasekomplexes zum Teil auf die 
Zerstörung des Co-Enzyms durch unbekannte Einflüsse zurück- 
zuführen ist. l 

Ferner hat E. Buchner in der ,Zymasegärung“ Versuche be- 
schrieben, die über das Verhalten des Co-Enzyms im Hefepreßsaft 
einige Aufschlüsse geben können. Er hatte nämlich gefunden, daß 
dieser Preßsaft beim Lagern, auch bei verhältnismäßig niederen Tem- 
peraturen und unter völlig aseptischen Bedingungen, ziemlich schnell, 
meist schon nach 24 Stunden, seine Gärkraft völlig einbüßt. Er führte 
diese Erscheinung auf die im Preßsaft in wechselnden Mengen vor- 
handene Endotryptase?) zurück, die eine erhebliche zymasezerstörende 
Kraft ausübt, eine Annahme, die durch alle diesbezüglichen Versuche 
bestätigt werden konnte. 

Buchner und Klatte stellten nun aber auch fest, daß man diesen 
unwirksam gewordenen Preßsaft, wenn das Lagern noch nicht zu lange 
ausgedehnt war, durch Zusatz von Kochsaft, d. b. also von Co-Enzym, 
wieder gärkräftig machen konnte. Gleichzeitig wurde gezeigt, daß 





1) Harden und Young, Proc. Roy. Soc. 77, 405; 78, 369. 
2) Buchner und Hahn, Die ‚„Zymasegärung‘“. 


16* 


244 H. Haehn u. H Schifterdecker: 


nahezu ausgegorener Preßsaft, d. h. also Preßsaft, der auf Zucker bis 
zum fast voliständigen Erlöschen seiner Gärkraft angesetzt gewesen 
war, durch Zugabe von Kochsaft wieder bis zu einem gewissen Grade 
regeneriert werden konnte. Hieraus war es ersichtlich, daß sowohl 
beim Lagern, wie auch bei der Gärung zuerst das Co-Enzym zerstört 
wird, während die eigentliche Zymase anscheinend mehr Widerstands- 
fähigkeit destruktiven Einflüssen gegenüber aufweist!). Es lag nahe, 
anzunehmen, daß das Co-Enzym, das sich stark lipaseempfindlich 
gezeigt und dem man überdies Esternatur zugesprochen hatte, durch 
die im Hefesaft vorhandenen Lipasen verseift wird. Ein Co-enzym- 
schützender Stoff im Schutzsaft müßte dementsprechend antilipatische 
Eigenschaften zeigen. Während nun über die antiproteolytischen 
Eigenschaften des Kochsaftes im Hinblick auf den Abbau von Eiweiß- 
körpern verschiedener Art durch die schon mehrfach zitierten Arbeiten 
von Buchner und Haehn bereits Klarheit geschaffen war, ist über 
etwaige antilipatische Eigenschaften an sich oder auch nur über Co- 
enzymschützende Agenzien im Schutzsaft bzw. Kochsaft noch gar 
nichts bekannt. 

Und doch muß aus dem vorher Gesagten und aus den in dem ersten 
Teil der Arbeit untersuchten Eigenschaften des Schutzsaftes gegenüber 
von Zymasepräparaten auf derartig wirkende Agenzien geschlossen 
werden, denn mit der antiproteolytischen Wirkung allein ließe sich 
die durch den Schutzsaft verursachte Vergrößerung der Gärung nicht 
restlos erklären. Verfällt das Co-Enzym ebenso leicht der Destruktion 
wie sein Komplement, so muß bei einer Verlängerung der Gärzeit 
auch ein Schutzkörper für beide Teile des Enzymkomplexes in Aktion 
treten. 

Dieses Co-enzymschützende Prinzip wäre dann, wie schon an- 
gedeutet, vielleicht als eine der ‚Antiprotease‘‘ analoge ,,Antilipase” 
zu charakterisieren. 

Den zum Zwecke einer Beweisführung für diese Annahme zu- 
nächst angesetzten Versuchen lag folgender Gedankengang zugrunde: 

Läßt man Preß- oder Mazerationssaft ohne jeden Zusatz lagern. 
so erlischt die Gärkraft bald. Durch Zusatz von Co-Enzym läßt sie 
sich anfangs noch regencrieren. Wird nun durch Lagern des Preßsafte 
in Gegenwart von Schutzsaft außer der eigentlichen Zymase auch das 
Co-Enzym erhalten, so muß dieser mit Schutzsaft gelagerte Preßsaft auch 
ohne Kochsaftzusatz noch gärkräftig sein. Ist dies der Fall, so ist der 
Nachweis eines Co-enzymschützenden Prinzips geführt, zu dessen 
näherer Charakterisierung eine Identifizierung mit einer ,,Antilipase” 
versucht werden müßte. 


1) Buchner und Haehn, diese Zeitschr. 19, 191, 1909. 
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B. Neuartige enzymatische Eigenschaften heutiger Hefen. 

Als nun zur Herstellung der für obige Versuche benötigten Preß- 
und Mazerationssäfte geschritten werden sollte, stellte es sich heraus, 
daß ein großer Teil der untergärigen Bierhefen, die hierzu Verwendung 
finden sollten, Eigenschaften in bezug auf ihre enzymatische Wirksam- 
keit zeigten, die hier zunächst eingehender untersucht werden müssen, 
da sie zu dem zu entwickelnden Problem in naher Beziehung stehen. 

Es gelang nämlich trotz Beihilfe erfahrener Praktiker in vielen 
Fällen nicht, wie in den Zeiten vor dem Kriege, wirksame Mazerations- 
sáfte nach der von v. Lebedew beschriebenen Methode herzustellen. 
Und zwar zeigte eine ganze Anzahl durchaus verschiedener Hefen von 
mehreren Brauereien dieselbe überraschende Eigenschaft. 

Man konnte zunächst nur auf einen im Verhältnis zur Vorkriegs- 
zeit stark vergrößerten Endotryptasegehalt der Hefen schließen, der 
durch vorläufig nur vermutete Einflüsse — Hungern der Hefen in 
den dünnen Kriegswürzen und vor allem Verarbeitung eines erheblichen 
Prozentsatzes von Rohfrucht zur Würze (unvermälzter Reis und Mais) — 
erklärt werden konnte. 

Eine gewisse Stütze erhielt diese Theorie, daß nämlich durch den 
großen Endotryptasegehalt die Zymase bei der Mazeration rasch zer- 
stört wird, dadurch, daß bei einer Mazeration in phosphatalkalischer 
Lösung, also bei Bedingungen, die endotryptaseschädlich waren, wieder 
normale Mazerationssäfte erhalten werden konnten!). 

In einer gewissen Übereinstimmung hiermit scheint auch das 
Ergebnis der Regenerierung einiger ausgewaschener Acetondauerhefen 
durch Kochsaft zu stehen (Tabelle I, 2., 5., 6.), wobei recht schlechte 
Vergärungswerte gefunden wurden. Es lag hier die Möglichkeit vor, 
daß die Zymase während des Auswaschens, das ja mehrere Stunden 
in Anspruch nimmt, von etwa reichlich vorhandener Endotryptase 
stark angegriffen wird, zumal ihr ja durch das Auswaschen die wasser- 
lösliehen Antienzyme entzogen werden. Ein zur Klärung dieser Frage 
durchgeführtes Auswaschen mit phosphatalkalischem Wasser führte 
allerdings nicht zu positiven Resultaten. 

Es war nun zunächst festzustellen, ob jene phosphatalkalische 
Wirkung wirklich nur auf Rechnung der Alkalität vnd nicht etwa des 
Phosphations zu setzen ist. Es wurden zu diesem Zwecke Versuche 
mit Zusätzen von kohlensaurem Kali zu der zu mazerierenden Trocken- 
hefeaufschlämmung angesetzt. 

Im ersten Falle ergab ein Zusatz von 0,05 g K,CO, zu der üblichen 
l50ccm Hefelösung einen Mazerationssaft, der, vor allem nach Kochsaft- 





1) Hayduck und Haehn, diese Zeitschr. 128, 568, 1922. 


246 H. Haehn u. H. Schifferdecker: 


zusatz, verhältnismäßig gute Vergärungswerte ergab (Tabelle XVI, 1. ). 
Besonders auffällig war hier schon die lange Dauer der Gärung. 


Tabelle XVI. 

Gärversuche mit Mazerationssáften nach Lebedew I. 
Herstellung der Mazerationssäfte: 50 g Trockenhefe (1 bis 5 U-Hefe vom 
Januar 1922, 6 bis 11 U 4 V. L. B. vom Februar 1922) + 150 com H,O 
+ verschiedene Mengen K,CO, bzw. K,HPO, (212 bis 3 Stunden) bei 33 

bis 34° mazeriert und mit Kieselgur abgepreßt. 
Gäransatz: Je 20 ccm Saft, 8 g Rohrzucker, Toluol. 












l. Mazerationssaft (mit 0,05 g KCO, o 39 0,25 | 0,19 | 0,18 


























maz.) + 10 cem Kochsaft p, =6,6 , = LY 
2. Mazerationssaft (mit 0,15 g K,CO, | 0 | 
l 14 | 0,20 0,17 ¡ 0,10; 0,87 
mazeriert) nach 20 Std. Gárung 0.13 | 0.16 0.19 01 0 
Zusatz von 10ccm Kochsaft i | y u 
3. Mazerationssaft (mit 0,15 g K,¿CO, | | y 
maz.) + 10 cem H,O 20 Std. auto- a e seg | des 
lysiert ES ES i | j 
4. Mazerationssaft wie 2. + 10com'0,12| — 009! — 051 
Schutzsaft 20 Std. autolysiert 0,13 — 0,10: — SN 
5. Mazerationssaft wie 2. 20 Std. !0,12| — 0,12; — , 0,64 
autolysiert + 10ccm Kochsaft 10,12! — 0,12: — 064 
6. Mazerationssaft (+ 0,5g K,C0, 0,02! — e 00 
maz.) Du = 6,3 1002 = — | — ¿0/02 
7. Mazerationssaft (+ 4g K,HPO;, | | | 
maz.) mit H,PO, neutralisiert, ‚0,04 0,03 — | = 1 0,07 
Pu = 5,1 | | 
8. Mazerationssaft (mit Schutzsaft || 0,04 | 0,03 — — 00 
maz.) 0,04 | 0,03 — | 0,07 
10. Mazerationssaft (+ 0,15 g K,CO, || 0,04 | 0,03 — | 100 
maz.), py = 6,2 ¡ 0,03 | 0,03 — j — | 0,08 





Versuche 1 bis 5 zeigen infolge alkalischen Mazerierens wirksame Safte, 
während in 6 bis 10 dies Ziel auf demselben Wege nicht mehr erreicht 
werden konnte. 


In einem zweiten Versuche (ebenda) wurde die Menge K,C0, 
auf 0,1%, gebracht. Auch hier wurde ein, wenn auch schwächer wirk- 
samer, Saft erhalten (Tabelle XVI, 2., 3.), der, nachdem ihm nach 
20stündiger Gárzeit noch Kochsaft zugesetzt worden war, auch eine 
recht lang dauernde Gärkraft aufwies. 

Es war somit erwiesen, daß eine Wirkung des Phosphations bei 
der Erhaltung der Gärkraft nicht in Frage kam, sondern die Wasserstoff- 
tonenkonzentration die ausschlaggebende Rolle spielte. 
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Von dieser Tatsache ausgehend, konnten nunmehr folgende Mög- 
lichkeiten als Ursachen für die Besonderheit der heutigen Hefen ins 
Auge gefaßt werden. 


Zunächst haben Hayduck und Haehn in der soeben zitierten Arbeit 
angenommen, daß die in Frage kommenden Hefen einen größeren 
Endotryptasegehalt aufzuweisen hätten als früher, wodurch eine rasche 
Zerstörung der Zymase während der Mazeration bewirkt wurde. Hervor- 
zrufen konnte eine derartige Änderung des enzymatischen Systems 
nur durch veränderte Lebensbedingungen sein, und diese waren ja 
tatsächlich vorhanden. Sämtliche der zur Untersuchung kommenden 
Hefen hatten Würzen mit einem mehr oder weniger großen Gehalt 
¡bis zu 409%) an Rohfrucht, d h. Reis und Mais, zu verarbeiten, eine 
Folge der außerordentlichen Gersteknappheit. Das durch weitgehende 
enzymatische Wirkungen für den Nahrungsbedarf und die Gärtätigkeit 
der Hefen gut vorbereitete Malz war also zum erheblichen Teil durch 
Stoffe ersetzt, die keinerlei Vorbearbeitung unterzogen gewesen waren. 
Es ist sicher, daß besonders der Gehalt an abgebauten Proteinen, 
speziell Aminosäuren, in den fraglichen Würzen geringer ist als in 
reinen Malzwürzen, eine Tatsache, die zur Begründung einer erheb- 
lichen Änderung des enzymatischen Systems hinreichen dürfte. 


Es wurde versucht, einen direkten Nachweis der Endotryptase- 
anreicherung in den heutigen Hefen, die viel Rohfrucht verarbeiten 
mußten, durch Vergleich mit solchen, die weniger Rohfrucht enthaltende 
Würzen vergoren hatten, durchzuführen. Es stand zu diesem Zwecke 
eine Hefe zur Verfügung, die in Würzen mit 40%, Rohfrucht, und eine 
solche, die in 20%, Rohfrucht enthaltenden Würzen gegoren hatte. 


Von beiden wurde Preßsaft hergestellt und in diesem Preßsaft 
die autolytische Kraft bestimmt, d. h. die eiweiBabbauende Wirksam- 
keit, ausgedrückt durch die Abnahme des Gehaltes des Preßsaftes an 
koagulierbarem Eiweiß innerhalb bestimmter Zeitintervalle. 


Die Ergebnisse sind im folgenden zusammengestellt: 


l. Untergärige Hefe U 6 der V. L. B., aus Würze mit 40% Rohfrucht 
stammend, liefert unwirksamen Mazerationssaft, Preßsaft von geringer 
Gärkraft und Lagerbeständigkeit und normale Acetondauerhefe. 

20ccm Preßsaft aus obiger Hefe ergibt: 

Eiweißfällung durch 15 Minuten Kochen nach Zusatz von 80 ccm H,O, 
ldecm gesättigte NaCl-Lösung, 0,2 cem Eisessig, 45 Minuten weiter erhitzt, 
abfiltriert, ausgewaschen und bei 103% bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

a) 1,1255 g, 
b) 1,1278 g. 
Nach 92 stündiger Autolyse bei 22°. 
a) 0,2172 g, 
b) 0,2188 g. 
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Verdautes Eiweiß: 
&) 0,9083 g, 
b) 0,9090 g. 

Vom gesamten gerinnbaren Eiweiß verdaut: 81%. 

2. Untergärige Hefe U 10 der Brauerei Ponarth, aus Würze mit 20%, 
Rohfrucht stammend, liefert, mit K, H P O, mazeriert, schwach zymasehaltigen 
Mazerationssaft, stark gárkráftigen und verhältnismäßig lagerbeständigen 
Preßsaft und normale Acetondauerhefe. 

20 com Preßsaft aus obiger Hefe ergeben: 

EiwerBfállung wie unter 1. behandelt. 

a) 1,5100 g, 
b) 1,5055 g. 
Nach 92stündiger Autolyse bei 22°. 
a) 0,6088 g, 
b) 0,6012 g. 
Verdautes Eiweiß: 
a) 0,9012 g, 
b) 0,9043 g. 
Vom gesamten gerinnbaren Eiweiß verdaut: 59,5%. 


Die Resultate zeigen zunächst die bemerkenswerte Tatsache, dab 
der Eiweißgehalt des Preßsaftes 2, der nach der vorher erörterten 
Theorie den kleineren Endotryptasegehalt zeigen soll, um 13%, höher 
ist als der von Preßsaft 1, was eine gute Übereinstimmung mit den zu 
erwartenden Ergebnissen bedeutet. Und auch das Resultat der Prüfung 
der autolytischen Kraft ist in demselben Sinne zu deuten. Denn der 
Preßsaft aus „Rohfruchthefe‘‘ hat in der Vergleichszeit (92 Stunden) 
81 % gerinnbares Eiweiß verdaut, der Vergleichssaft jedoch nur 59,5%. 
woraus ein größerer Endotryptasegehalt der ‚Rohfruchthefe‘‘ her- 
vorgeht. 

Auch noch auf einem anderen Wege wurde es versucht, den Nach- 
weis für die erwähnte Theorie zu führen. Es wurde hierzu Lebedewhefe 
unter Zusatz von Schutzsaft zur Mazeration angesetzt, um dadurch 
die eventuelle Endotryptasewirkung zu hemmen, jedoch mit negativem 
Resultat, wobei allerdings berücksichtigt werden muß, daß die benutzte 
Hefe auch bei alkalischem Mazerieren unwirksame Säfte lieferte (Ta- 
belle XVI, 6. bis 10.). Es war ja auch a priori zu erwarten, daß der 
Schutzsaft unwirksam bleiben muß, wenn die Enzymzerstörung bereits 
unter dem Einfluß des am schnellsten hineindiffundierenden Wassers 
innerhalb der Zelle vor sich geht, wohin die antiproteolytischen Stoffe 
unter Umständen nur langsam eindringen und deshalb nicht recht- 
zeitig zur Ausübung ihrer Tätigkeit gelangen können. 

Da jedoch eine weitere Ausarbeitung dieses Problems eine voll- 
ständige umfangreiche Arbeit für sich bedeuten würde, die auch hin- 
sichtlich der erforderlichen Mannigfaltigkeit der zu untersuchenden 
Hefen ein nur mit großen Schwierigkeiten zu beschaffendes Material 
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voraussetzt, so mußte dieses Gebiet verlassen werden, um wieder 
auf die eigentlichen Ziele der Arbeit näher eingehen zu können. 

Um zunächst noch die sonst in Frage kommenden Möglichkeiten 
für die Änderung des enzymatischen Systems der heutigen Hefen 
anzuführen, so wären dies: einmal die etwaige Verschiebung der in 
den in Frage kommenden Preßsäften herrschenden Wasserstoffionen- 
konzentration mehr nach der sauren Seite und eine hierdurch hervor- 
gerufene Eindotryptasebegünstigung. Diese Frage ist jedoch erst dann 
restlos zu klären, wenn es wieder möglich sein wird, Hefen mit den 
alten Standardeigenschaften zum Vergleich heranzuziehen. 

Dann muß noch in Erwägung gezogen werden, daß die Zellwände, 
durch die die Fermente austreten müssen, eine andere Beschaffenheit 
zeigen und dem Mazerieren und Trocknen einen größeren Widerstand 
entgegensetzen könnten als früher. Hier könnte die Herstellung von 
Preßsäften nach E. Buchner, die ja unter mechanischer Zertrúmmerung 
der Zellen verläuft, gewisse Aufschlüsse geben. Diese Preßsäfte zeigten 
in der Tat eine gewisse, wenn auch nicht sehr erhebliche Gärkraft, 
wogegen die mit Kieselgur bei 400 Atmosphären ausgepreßte mazerierte 
Hefe keinerlei wirksame Säfte mehr lieferte, ein Zeichen, daß der Zell- 
wandbeschaffenheit kein ins Gewicht fallender Einfluß hierbei zuzu- 
schreiben ist. 


Zuletzt wurde nunmehr, um einen etwaigen nachteiligen Einfluß 
der zum Auspressen gebrauchten Kieselgur auf die Gärungsenzyme 
durch Verschiebung des py festzustellen, ein diesbezüglicher Versuch 
angesetzt, indem die Kieselgur in Wasser aufgeschlämmt, längere Zeit 
unter mehrmaligem kräftigen Schütteln stehen gelassen und dann 
abfiltriert wurde. Das destillierte Wasser, das hierzu verwendet wurde, 
hatte ein pg von etwa 6,01). Das Kieselgurfiltrat pa = etwa 6,31). 
Es zeigte sich also eine schwache Verschiebung des pg nach der alka- 
lischen Seite, wahrscheinlich infolge des Eisenoxydgehaltes, der sich 
schon durch die rötliche Färbung der Kieselgur bemerkbar machte. 
Diese Änderung der Wasserstoffzahl konnte jedoch nur endotryptase- 
hindernd wirken. | 

Bei weiteren Versuchen, wirksame Mazerationssäfte auf dem Wege 
der alkalischen Mazeration herzustellen, ergab sich nun bei der Ver- 
wendung des hierzu von der V.L.B. gelieferten neuen Hefematerials 
die überraschende Tatsache, daß es überhaupt nicht mehr gelang, 
gärkräftige Säfte zu erhalten (Tabelle XVI, 6. bis 10.). Auch die Maze- 
ration in Gegenwart von Schutzsaft zeigte, wie schon vorher erwähnt, 





1) Die pu-Messung dürfte hier, da gänzlich ungepufferte Lösungen 
vorliegen, nicht absolut, sondern nur relativ richtige vergleichbare Werte 
ergeben. 
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ein völlig negatives Ergebnis. Die Messung der Wasserstoffzahl dieser 
Säfte ergab das Resultat, daß trotz vermehrtem Alkalizusatz ein 
niedrigerer H-Exponent gefunden wurde. 


1. Mazerationssaft von Lebedewhefe der V. L. B. U 5 + 0,04% K,CO, 


= Py = 6,6. 

2. Mazerationssaft von Lebedewhefe der V. L. B. U 6 + 0,07% K,C0, 
= pyu > 6,2. 

3. Mazerationssaft von Lebedewhefe der V. L. B. U 4 + 0,14% K,CO, 
= PH = 6,2. 

4. Mazerationssaft von Lebedewhefe der V. L. B. U 4 + 0,3% K,C0, 
= De = 6,4. 


Dies konnte nur so gedeutet werden, daß diese Hefen beim Maze- 
rieren größere Mengen von Säuren freimachen, die die Wasserstoffzahl 
nach der sauren Seite verschieben, die Endotryptasewirkung also 
stärker begünstigen. Bemerkenswert ist die Größe der Verschiebung. 
Denn die K,CO,-Lösung, die doch einen H-Exponenten aufweist, der 
weit größer als 8,0 ist, wird durchgehends durch die Hefe auf etwa 6,3 
herabgesetzt. 

Hier wurde zunächst festgestellt, ob vielleicht die Lebedewhefen 
selbst schon etwa beim Trocknen gelitten und gärunfähig geworden 
wären. Die Prüfung ihrer Gärkraft zeigte jedoch normale Vergárungr- 
werte (Tabelle XVII, 4., 5.). 

Um nun eine höhere Alkalität der Mazerationssäfte zu erzwingen, 
wurden mit derselben Lebedewhefe Versuche unter Zugabe von größeren 
K,CO,-Mengen angesetzt. Daß diese Hefe genügende Mengen freier 
Zymase enthielt, bewies die Wirksamkeit des aus ihr hergestellten 
Acetondauerpräparates (Tabelle XVII, 6., 7.). 

Mit 0,75% K,CO, resultierte ein Mazerationssaft von einem 
pH = 6,8. 

1%  K,C0, ergab ein pg = 7,0. 

Auch diese Versuche zeigten ein vóllig negatives Vergárungsbild 
(Tabelle XVII, 1. bis 3.). 

An der zu geringen Alkalitát des Milieus konnte dies nicht liegen, 
denn die Grenze des Pepsinwirkungsbereichs war bei pg = 6,6 bereits 
überschritten. Es mußte also ein anderer unbekannter Faktor mit- 
sprechen. 

Zuletzt wurde ein Mazerationsversuch mit einer Hefe angesetzt, 
die als Acetondauerhefe eine ganz besonders gute, schnell wirkende 
Gärkraft zeigte. Die Bedingungen wurden so gewählt, daß nach den 
Versuchen von Hayduck und Haehn (s. weiter oben) ein günstiges 
Resultat erwartet werden mußte. 

50 g Lebedewhefe U 6 der V. L. B. + 150 ccm H,O + 6 g K,HP0, 
wurden 21, Stunden bei 34% mazeriert. Die Wasserstoffzahl des Saftes 
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Tabelle XVII. 
Gárversuche mit Mazerationssáften II. 


Herstellung der Mazerationssáfte wie in Tabelle XVI. Lebedewhefe aus 
V.L. B. U 4 und U 6 vom Februar 1922. 
Gäransatz: 20 ccm Mazerationssaft, 8 g Rohrzucker, Toluol. 


dazu nach Stunden 


nale ne! 








EE oa | SEKR | 0,02 
Pu = 6,8 i | 


. Mazerationssaft (+ 1,5 g ee 

















ro 


maz.) pg = 7,0 0,02 | — — | — | — [0,02 
3. Mazerationssaft (+ 6 g K¿HPO 
maz.) pp = 6,1 01) — | — | — | — [0,01 





Gärkraft der zur Mazeration verwendeten Lebedewhefe selbst. 
. 2g Lebedewhefe U 4 + 20 ccm H,O 


Mi, 


























+ 4g Rohrzucker 0,40 | == 19 00 ek, 
A 2g Lebedewhefe U 6, sonst wie 4|| 0,36 | — 1028 | 0,05 | — || 0,69 
Gärkraft obiger zu Acetondauerpräparaten verarbeiteter Hefen. 

6. 2g Acetondauerhefe U 4, sonst! 0,34 | 0,29 | 0,12 | 001 | — || 0,76 
wie 4 i 0,37 | 0,26 | 0,15 | 006 | — | 0,84 
de g Acetondauerhefe U 6, sonst| 0,23| — | 0,42 | 0,10 | 0,86 | 0,81 
wie 4 | 0,23| — 10,40 | 0,10 | 0,07 |, 0,80 





Versuche 1 bis 3 zeigen die gánzliche Unwirksamkeit der ,,alkalisch** 
mazerierten Hefesáfte, obwohl, wie Versuche 4 bis 7 zeigen, die hierzu ver- 
wendeten Hefen wirksame Trockenhefen und normale Acetondauerhefe liefern. 


war pg = 6,7. Aber auch dieser Saft lieferte im Gärversuch ein gänzlich 
negatives Ergebnis, während die Lebedewhefe selbst ein ganz normales 
Vergärungsbild zeigte, ein Mangel an freier Zymase also nicht vorlag. 


Da also auf diesem Wege die Erreichung des Zieles, einen brauch- 
haren gärkräftigen Zymasesaft herzustellen, unmöglich erschien, wurde 
nunmehr dazu übergegangen, nach der alten Buchnerschen Methode 
einen Preßsaft herzustellen!) Die Resultate der Gärversuche mit 
diesem Safte enthält Tabelle XVIII. Wie erwartet, zeigte der Preßsaft 
eine Gärkraft, die hinter den früher von Buchner und seinen Mit- 
arbeitern erhaltenen Resultaten, besonders in bezug auf die Angärung, 
zurückstand. Bei 24stündigem Lagern (22%) wurden die Gárungsenzyme 
fast völlig zerstört. Auch der dann noch zugefügte Kochsaft blieb 
wirkungslos, ganz im Gegensatz zu früher, wo hierdurch die noch 
zum großen Teil erhalten gebliebene Zymase weitgehend regeneriert 





1) E. Buchner, Die „Zymasegärung‘“. 
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werden konnte. Die Zymase war also einer frühzeitigen Destruktion 
verfallen, wohingegen nunmehr die Möglichkeit nicht von der Hand 
zu weisen war, daß das Co-Enzym sich stabiler gezeigt und die eigent- 
liche Zymase überdauert hätte. Um dies festzustellen, wurde aus 
derselben Hefe Mazerationssaft hergestellt (der an sich gänzlich un- 
wirksam war, Tabelle XVIII, 7.), dieser einer 24stündigen Autolyse 
überlassen und dann zu Kochsaft verarbeitet. Und in der Tat zeigte 
dieser Kochsaft noch eine ganz ansehnliche Co-enzymatische Wirkung 
(Tabelle XIX, A.). Das Co-Enzym hatte also die Zymase ganz erheblich 
úberdauert (Charakteristikum der spezifischen Rohfruchthefen), was 
mit den früheren als feststehend angenommenen Tatsachen un- 
vereinbar war. Eine tiefgreifende Änderung des enzymatischen Systems 
war also durch die veränderten Lebensbedingungen der Hefen eingetreten, 
besonders charakterisiert durch aufs äußerste gesteigerte Empfindlichkeu 
der eigentlichen Zymase gegen mazerierende Vorgänge in ihren Präparaten. 


Tabelle XVIII. 
Gär- und Lagerversuche mit Preßsaft nach Ed. Buchner. 


Versuchsbedingungen: Je 20 ccm Preßsaft aus V. L. B. U 5. 
Auf je 20 com Volum 8g Rohrzucker, Toluolzusatz. 








k Entwickelte CO; in g , 


Ee 

Ge 
| nach | dazu nach Stunden samt 
| std. y 46 | 70 | % | 180 





—— — — — — nn — 
or 


| 
| 0,23 | 0,25 | 0,12 ` 0,08 | 0,06 ` 0,74 
lo Prebsatt allein 0,24 | 0,29 | 0,18 | 0,09 | 0,07 '08 


az 0,27 | 0,17 | 0,08 | 0,05 ' 0,79 

















2. Preßsaft + 10ccm Schutzsaft 10:23 | 034 | 025 | 0,10 0,07 H 0.99 
3. Preßsaft + 20ccm Schutzsaft, 22 0,05 | 0,03 | — — — 0,08 
Std. bei 220 gelagert | 0,07 005| — | — _ ` ' 0,12 
4. Preßsaft, 22 Std. iia com 0,02 | 002 | — | — | — '04 
Kochsaft 0,02 0,00 | — | — 10,02 
5. Preßsaft, 22 Std. gelagert (22°) | kx E Se | rn | u KR 
6. Preßsaft + 0,5g K,HPO,, 22 Std. | | 
gelagert i ‚ 0,06 on '-|-1|- | an 
7. Mazerationssaft aus obiger Hefe | 000 | — | = | 0.00 


mit K,HPO, mazeriert, py = 6,7 | 


Versuche 1 bis 6: Die Versuche ien einen nicht sehr gärkräfiigen 
Saft, der schlechte Lagerbeständigkeit aufweist. Versuch 7: Mazerationssaft 
aus derselben Hefe auf alkalischem Wege hergestellt, zeigt gar keine Gärkraft. 


Ganz übereinstimmende Resultate ergaben in gleicher Richtung 
angesetzte Versuche mit Acetondauerhefe aus dem gleichen Hefe- 
material. 
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Tabelle XIX. 
A. Co-Enzymgehalt von Kochsaft aus mazerierter Hefe. 


100 g Trockenhefe U 4 + 300 ccm H,O, 24 Stunden mazeriert und zu 
Kochsaft verarbeitet. 





Entwickelte CO, in g | 












nach dazu nach Stunden Gesamt 
Ët, CIN EST EH 
Std. “| e | 92 | 
Ze EE EES Aostondausehale l. allt 
as 4 g Rohrzucker + 20 ccm obigen | D 2 o 51 a Oe En 
ochsaftes | 028 ; i ; 

















Der Mazerationssaft ist also noch EECH 


P Eigenschaften lagernder wässeriger Acetondauerhefe. 


Versuchsbedingungen: Je 2 g Acetondauerhefe + 20 ccm H,O oder Schutzsaft 
48 Stunden bei 22% gelagert. 4g Rohrzucker. Toluol. 





Entwickelte CO; in g l 
dazu nach Stunden l Ge» 








|. 72 | 9% Ins | 142 | 





- gelagert 


2. 2 g Acetondauerhefe + 20 IR 0,15 
Schutzsaft gelagert 0,18 


= Acetondauerhefe + 20 SN H,O. 0,03 SS 
elagert + 20 eem Kochsaft + 4 g' u 
Roki sucker +4go | — | — 


| 
4. 2g Acetondauerhefe + 20com H,O. | 
gelagert + 2g ausgewaschene , dl Geo | OS 
Acetondauerhefe || O, , , 





— '0,56/0,15|0,02] — ¡ — | 0,73 
= 0.59 0201010 — | — 0,89 
6. 2g Acetondauerhefe + 20 eem — (0,50 | 0,25 | 0,22 | 0,15 | 0,10 (Dë 1,22 

Schutzsaft | 0,49 | 029/022 0,15/0,11 


Versuche 1 und 3 zeigen, daß die eigentliche Zymase beim Lagern zerstört 
wurde. Versuch 2 zeigt die enzymschützende Kraft des Schutzsaftes. Ver- 


such 4 zeigt, daß das Co-Enzym die Zymase überdauert hat. Versuche 5 
und 6 zeigen Kontrollen. 





5. 2 g Acetondauerhefe + 20 ccm H,O | 


In Wasser aufgeschlämmte, 48 Stunden bei 22° gelagerte Aceton- 
dauerhefe, die an sich und auch nach Kochsaftzusatz gänzlich gär- 
unwirksam geworden war, zeigte auf Zusatz von Zymase in Gestalt 
von ausgewaschener Acetondauerhefe wieder eine bemerkenswerte 
Gärkraft (Tabelle XIX, B.4.) Auch hier war also das Co-Enzym 
in erheblichem Maße erhalten geblieben, nachdem die eigentliche 
Zymase längst zerstört war. Dieser Versuch zeigte gleichzeitig die Hin- 
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fälligkeit des immerhin möglichen Einwandes, daß das Co-Enzym be 
Herstellen des Kochsaftes erst neu gebildet werde, ein Einwand, der auc! 
durch den direkten Versuch widerlegt werden konnte, indem aus 
gewaschene Acetondauerhefe einmal mit ihrem bei niedrigen Tempe 
raturen wieder eingeengten nicht gekochten Filtrat und ein zweites Ma 
mit ihrem aufgekochten Filtrat zur Vergleichsgärung angesetzt war 
wobei keine Abweichungen gefunden wurden. 

Sowohl aus dem schon vorher geschilderten Versuche in Ta 
belle XIX, A., wo bemerkenswerte zymaseschützende Eigenschafter 
zutage traten, als auch aus einem weiteren Versuche (Tabelle XXIV, A 
war ferner zu ersehen, daß während der Mazeration die antienzyma- 
tischen Eigenschaften sogar vermehrt worden waren. Denn ein für 
die Eiweißverdauungsversuche hergestellter endotryptasehaltiger Maze- 
rationssaft (48 Stunden bei 22° autolysiert) zeigte, auf lagernde Aceton- 
dauerhefe angesetzt, nicht nur nicht zymasezerstörende, sondern sogar 
erhebliche zymaseerhaltende Eigenschaften gegenüber dem gewöhn- 
lichen Vergleichsversuch. Hierbei darf nun allerdings nicht vernach- 
lässigt werden, daß reines Wasser (im Kontrollversuch) schon eine 
die Zymasedestruktion fördernde Rolle spielt, so daß also unter günstigen 
Umständen die tryptischen, zymasezerstörenden Eigenschaften des 
Mazerationssaftes durch seine zymasebegünstigenden, kolloiden Kon- 
zentrations- und antienzymatischen Eigenschaften weit in den Schatten 
gestellt werden können. 


C. Nachweis der Co-enzymschützenden Kraft des Schutzsaftes. 


So bedeutsam nun auch die weitgehende Erforschung der neu- 
artigen Eigenschaften der aus den Rohfruchtwürzen stammenden 
Hefen (s. voraufgehendes Kapitel) und der aus ihnen hergestellten 
Enzympräparate für die Aufklärung von gewissen Normen, unter 
denen das Spiel der Enzyme vor sich geht, zu sein scheint, muß man 
andererseits feststellen, daß der Nachweis der dieser Arbeit zugrunde 
liegenden Theorien und Voraussetzungen nur mit Präparaten möglich 
ist, die die alten oder wenigstens annähernd die alten Standardeigen- 
schaften aufweisen. 

Es mußte demnach nach Zymasepräparaten Ausschau gehalten 
werden, die aus Hefen hergestellt waren, deren Lebensbedingungen 
den früheren möglichst angeglichen erscheinen konnten. Rohfrucht- 
freie oder zumindest rohfruchtarme Würzen konnten hier nur als die 
gegebenen Substrate für derartige Hefen in Frage kommen. Und es 
gelang tatsächlich, aus den untergärigen Bierhefen der Brauerei Ponarth, 
die nur die Hälfte der Rohfruchtmengen der bisher verarbeiteten Hefen 
zu vergären hatten, nach mehrfachen anderweitigen vergeblichen Ver- 
suchen, endlich Preßsäfte herzustellen, die wenigstens in bezug auf die 
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hier in Frage kommenden Eigenschaften wieder nahezu den alten von 
Buchner und seinen Mitarbeitern benutzten Preßsäften glichen. Auch 
insofern schon dokumentierten diese Hefen Eigenschaften, die sie für 
die Herstellung von gärkräftigen Zymasepräparaten prädestiniert er- 
s«cheinen ließen, als sie noch nach 12- bis 13maligem Durchmachen 
des Gärprozesses im Betriebe sich als außerordentlich zymasereich er- 
wiesen, während die Hefen für die bisher benutzten Präparate meist 
schon nach sechsmaliger Führung im Betriebe durch neue Hefen ersetzt 
werden mußten. 


Tabelle XX und XXI. 

Il Nachweis eines Co-Enzymschutzstoffes im Schutzsafte 
gegenüber von Preßsaft. 

Versuchsbedingungen: Je 20 ccm Preßsaft aus U 12 (Ponarth) pyu = 5,8. 

Auf je 20 ccm Gárvolumen 8 g Rohrzucker. Toluolzusatz. 








| Entwickelte CO, in g 











| Asch | dazu nach Stunden Gesamt 
o sd 4 | 6 | 92 | 116 jw 
Kees en Pre e FS EE EE EE may E RE KEE pa IT Ten Deren 
| | | 
l. Preßsaft ohne Zusatz | 0,60 ¡ 0,19 , 0,08 — | 0,87 
3 


© 
5 
© 
pi 
00 
o o 
© 
Va 
| 
| 
| 
© 
WÉI 
-J 


2. Preßsaft + 20 ccm | 0,65 | 0,35 | 0,09 . | "Lu 








Schutzsaft 0,73 | 0,29 | œn; — —-  — 1,13 
3. Preßsaft 20 Stunden 0,05 | 0,02 | — | — | — | — 00 
bei 22° gelagert 0,06 ; 003 — — | — — 1 Am 
t. Preßsaft + 20 ccm konz. | | | | | 
Schutzsaft 20 Stunden | 0,54 0,51 | Wë 0,58 0,17 | 0,10 | 1 KA 
bei 220 gelagert 0,60 | 062 | — | 0,57 0,13 0,09 191 
5. PreBsaft 20 Stunden | | \ 
> i| 0,49 | 032; — 1022 005 — ' 108 
gelagert, dann Zusatz | Be 0.22 0.03 Ä Wë 1'18 


von 20 cem Kochsaft | 0, 53 | 0,40 | | 


Versuche 3 und 4 zeigen die Co-enzymerhaltende Kraft des Schutzsaftes. 
Denn in dem gelagerten Preßsaft, der, wie 3 und 5 zeigen, 
zwar noch Zymase, aber kein Co-Enzym enthält, wird in 
4 durch Schutzsaftgegenwart während des Lagerns das Co- 
Enzym weitgehend erhalten. 


Der zunächst verwendete Preßsaft aus der Ponarther Hefe U 12 
zeigte genau wie bei den alten Hefen eine sehr starke Angärung, die 
dann rasch, meist am dritten Tage, zu Ende geht (Tabelle XX). Vor 
allem aber ergaben die Lagerversuche Resultate, die mit den Buchner- 
schen Befunden gut übereinstimmten. Während es nicht möglich war, 
die bisher verwendeten Preßsäfte durch die üblichen Zusätze von 
Schutzsaft beim mehrtägigen Lagern gärfähig zu erhalten und ferner 
nachgewiesen werden konnte, daß das Co-Enzym die Zymase erheblich 
überdauert, so war hier das Resultat ein wesentlich anderes. Der 


256 H Haehn u. H. Schifferdecker: 


Schutzsaft erhielt dem Preßsaft, der ohne diesen nach 24 Stunden 
Lagerzeit beinahe gärunfähig war, seine Gärkraft unvermindert, und 
durch Kochsaftzusatz war es möglich, dem beim Lagern unwirksam 
gewordenen Preßsaft seine Gärkraft in einem Maße wiederzugeben, 
daß sie an Umfang den gewöhnlichen Preßsaft sogar noch weit übertraf 
(Tabelle XX, 5.). Die Zymase zeigte also gegenüber dem Co-Enzym 
wieder viel größere Stabilität. Tabelle XX zeigt somit, gemäß der im 
Anfang des zweiten Teiles skizzierten Versuchsanordnung, daß hier 
die Hauptwirkung des Schutzsaftes in der Erhaltung des Co-Enzyms 
gegenüber von zerstórenden Agenzien liegt. Und dieser Co-Enzymschutzstof/ 
im Schutzsaft ist hier zum erstenmal nachgewiesen worden. 


Sämtliche weiteren Versuche mit demselben und mit anderen 
Hefesäften aus Material desselben Ursprungs zeigten gleiche unzwei- 
deutige Ergebnisse. 


Ferner erbrachte der in Tabelle XX, 4., wiedergegebene Versuch, 
wo Preßsaft mit auf die Hälfte konzentriertem Schutzsaft 20 Stunden 
gelagert wurde, den Nachweis, daß durch die Konzentrierung des 
Schutzsaftes in diesen Fällen seine Wirkung außerordentlich gesteigert 
werden konnte, ganz im Gegensatze zu seinem schon im ersten Teil der 
Arbeit gezeigten Verhalten gegenüber von Acetondauerhefepräparaten, 
wo Konzentrierung nachteilige Folgen hatte. 


Tabele XXII. 


II. Nachweis eines Co-Enzymschutzstofíes im Schutzsaft 
gegenüber von Preßsaft. 
Versuchsbedingungen: Je 20 com Preßsaft aus U 13 (Ponarth) pa = 6.0 
+ 0,15g Phosphat pa = 5,8, auf 20ccm Volum je 8g Rohrzucker, 
Toluolzusatz. 





d Entwickelte CO, in g | 


dazu nach Stunden | Gesamt 
ias 44 e | 2 | 16 | 


a | 
l. Preßsaft ohne Zusatz ` SC Ko e 























2. Preßsaft + 20ccmkonz. | 0,43 | 0,27 | 0,33 
Schutzsaft 0,47 | 0,34 | 0,28 
3. Preßsaft 20 Stunden | 0,20 | 0,088 | — 
bei 220 gelagert 018 | 0,06 | — 





| 
| 
4. Preßsaft wie 3., dann 0,38 | 0,24 | 0,16 | 0,12 | 0,07 | 0,06 


Zusatz von 20 ccm > 
Kochsafi 0,42 | 0,25 | 0,11 | 0,08 | 0,03 | 0,02 | 0,92 


5. Preßsaft + Schutzsaft, || 0,46 | 0,29 | 0,32 | 0,27 | 0,19 | 0,25 | 1,78 
22 Stunden gelagert 0,48 | 0,31 | 0,28 | 0,26 | 0,16 | 0,21 || 1,70 


Die Versuchsergebnisse entsprechen denen in Tabelle XX. 
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Aus einer weiteren Hefelieferung der Brauerei Ponarth stammende 
PreBsäfte ergaben fast genau dieselben Resultate in den Gär- und 
Lagerversuchen wie die bisher beschriebenen (Tabelle XXII). Die 
ınzymatischen Eigenschaften dieser Hefe hatten sich trotz der zwischen 
Abpressen der frischen Hefe und der Verarbeitung infolge ungünstiger 
Transportverhältnisse verstrichenen .Zeit von 10 Tagen so gut wie 
gar nicht geändert. Nur die Beständigkeit des lagernden Preßsaftes 
ohne Zusatz (Tabelle XXII, 3.) zeigte sich etwas größer als bei den 
früheren, so daß z. B. nach 24 Stunden Lagerzeit bei 22% noch eine 
größere Vergärung als auf Tabelle XX zu erzielen war. Die Co-enzym- 
erhaltenden Eigenschaften des Schutzsaftes waren hier die gleichen 
wie in den früheren Experimenten. 


Tabelle XXIII. 
A. Mazerationssaft aus U 12. 
I. Versuchsbedingungen: 50 g Trockenhefe U 12 (Ponarth) + 150 ccm H,O 


bei 35% 2%, Stunden mazeriert und abgepreßt. Hiervon je 20 ccm Saft 
+ 8g Rohrzucker pg = 6,2. 








Entwickelte CO, ing 


dazu nach Stunden 


| "ia j| e | 2 |n | 


l. Ohne Zusatz | 0,04 0,04 Dee KH = 0,08 





0,03 | 0,05 | — — — — || 0,08 
II. Versuchsbedingungen: Mazeration + 6g K,HPO, sonst wie I. 
' 0,11 | — | 0,40 | 0,16 | 0,19 | 0,16 | 1,02 
2. Ohne Zusatz 016 | — | 046 | 020 | 020 | 0.15 | 117 


Die Versuche zeigen, daß aus der vorliegenden Hefe nur mit alkalischer 
Mazeration wirksame Säfte zu erhalten sind. 


B. Acetondauerpräparat aus U 12. 


Versuchsbedingungen: Je 2 g Acetondauerhefe 68 Stunden bei 22% gelagert. 
Auf je 20 ccm Volum 4 g Rohrzucker (Gärkraft des Práparates Tabelle X, 


5., 6. und 7.). 
0:00: + A eh D rh en AE 
4. + 20 eem Schutzsaft, | 0,26 | 021 | — | 0,30 | 0,08 | 004 | 0,89 
gelagert ') 0,23 | 022 | — | 034 | 0,11 | 005 | 095 
| 003 | 002 | — | — | — | — | 005 
5. + 20 ccm Kochsaft ?) 0,06 | 003 | — SC Ge Sé 0,09 


Die Versuche zeigen, daß in diesem Präparat beim Lagern Co-Enzym 
und Zymase gleich schnell Destruktion erleiden. 


1) Acetondauerhefe, nach 68stündiger Lagerung mit Schutzsaft, zur 
Vergärung angesetzt. 

2) Acetondauerhefe, nach 68stündiger Lagerung ohne Schutzsaft, mit 
Kochsaft zur Vergärung angesetzt. 
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Nach den Eigenschaften, die die den eben besprochenen Ver- 
suchen zugrunde liegenden Preßsäfte zeigten, durfte man eigentlich 
annehmen, daß aus Trockenhefen (nach v. Lebedew) desselben Ursprungs 
auch wieder wirksame Mazerationssäfte erhalten werden konnten. Es 
zeigte sich nun jedoch, daß zwar bei der Mazeration mit sekundärem 
Kaliumphosphat ein ziemlich stark gärkräftiger Mazerationssaft er- 
halten werden konnte (Tabelle XXIII), nicht jedoch ohne diesen alka- 
lischen Zusatz. Es lag also immer noch eine gewisse Änderung des 
enzymatischen Systems gegenüber den Buchnerschen Hefen vor, trotz 
der übereinstimmenden Eigenschaften der Preßsäfte.. Dies war ja 
auch nicht anders zu erwarten, da ja auch diese Hefen noch nicht in 
völlig normalen Würzen gelebt hatten. Der Einfluß’ der Rohfrucht 
auf das enzymatische System, wie überhaupt der Einfluß der Ver- 
änderung des Gärsubstrats und der sonstigen Bedingungen, wie es 
besonders in der schon mehrfach zitierten Arbeit von Hayduck und 
Haehn!) experimentell sehr anschaulich dargestellt ist, ist nach all 
den hier skizzierten Erscheinungen unverkennbar und liegt auch in 
dem eben besprochenen Falle vor. 

Im Zusammenhange hiermit mußte es interessieren, wie sich das 
Acetondauerpräparat aus obigen Hefen beim Lagern in wässeriger 
Lösung und in Gegenwart von Schutzsaft verhalten würde (Ta- 
belle XXIII, B.). 

Der Lagerversuch zeigte in Gegenwart von Schutzsaft eine sehr 
vollständige Erhaltung sowohl der Zymase wie des Co-Enzyms während 
68 Stunden, dagegen ohne die Antienzyme eine fast restlose Zerstörung 
in derselben Zeit. Denn auch Kochsaftzusatz bewirkte keine nennens- 
werte Vergärung mehr (Tabelle XXIII, 3., 4., 5.). 


D. Nachweis eines antilipatischen Agens im Schuizsaft. 

Nachdem durch den Gärversuch das Vorhandensein eines Co- 
Enzymschutzstoffes im Schutzsaft nachgewiesen war, sollten Anhalts- 
punkte über die Art und Wirkungsweise dieses Körpers gefunden 
werden. Die schon erwähnte Eigenschaft des Co-Enzyms, durch Lipasen 
verseift zu werden, wiesen auf eine Antilipase oder wenigstens einen 
in der Art einer Antilipase wirkenden Stoff hin. Der Gang der weiteren 
Versuche mußte also auf einen Nachweis eines derartigen Körpers 
gegenüber von wirkenden Lipasen hinzielen. 

Während nun die Wahl eines zu verseifenden Esters auf keine 
besonderen Schwierigkeiten zu stoßen schien, da sich in den bisher 
veröffentlichten Arbeiten für derartige Zwecke die Buttersäureester 


1) Hayduck und Haehn, diese Zeitschr. 128, 568, 1922. 
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des Glycerins als besonders hierfür geeignet erwiesen hatten, war es 
schon schwieriger, ein geeignetes Lipasepräparat zu finden, auf das der 
Schutzsaft angesetzt werden konnte. Denn es war die Frage, ob das 
ewa vorhandene antilipatische Agens spezifische oder allgemein anti- 
ipatische Eigenschaften, etwa analog der Antiprotease, zeigen würde. 
Den Hefepreßsaft selbst als Lipasepräparat zu benutzen, schien wegen 
seiner äußerst schwachen fettspaltenden Eigenschaften nur bei An- 
wendung einer sehr empfindlichen Methode möglich, als welche die 
bisher angewandte Titrationsmethode nicht gelten konnte. 


Es kamen dann noch Ricinus- und Pankreaslipase in Betracht, 
von denen die letztere ohne Schwierigkeit aus Rinderbauchspeichel- 
jrüsen gewonnen werden konnte. 


Alle Antilipaseversuche, die mit Pankreas- und Hefelipase an- 
gesetzt wurden, lieferten positive Resultate. Leider hatten die geringen 
Ausschläge mit der bekannten Titrationsmethode zu wenig Beweiskraft, 
so daß auf eine genaue Beschreibung der Versuche verzichtet wurde. 


Nachweis der antilipatischen Eigenschaften des Schutzsaftes 
nach der Oberflächenspannungsmethode. 

In Michaelis „Praktikum der physikalischen Chemie“ und in 
Michaelis und Ronas Arbeit!) werden Methoden angegeben, um die 
Esterverseifung mittels Pankreaslipase durch die bei der Spaltung 
stark oberflächenaktiver Ester, wie es z. B. das Butyrin ist, sich zeigende 
Verringerung der Oberflächenaktivität, hervorgerufen durch eine der- 
artige Eigenschaft der Spaltungsprodukte, zu messen. In Anlehnung 
hieran wurde eine Methode ausgearbeitet, um auf diesem Wege auch 
die Lipase von Mazerations- und Preßsäften der Hefe und die anti- 
lipatische Wirkung des Schutzsaftes nachweisen zu können. 

Es gelang, nach Überwindung erheblicher experimenteller Schwierig- 
keiten, begründet in der Kleinheit der zu messenden Zahlen, die ganz 
besonders genaue fehlerfreie Methoden voraussetzte, zu einer Versuchs- 
anordnung zu gelangen, die allen Anforderungen an Genauigkeit und 
Empfindlichkeit entsprach. 


Die Sterilität der einzelnen Versuche wurde, nach vergeblichen 
Versuchen mit anderen Desinfektionsmitteln, durch Zusatz von Toluol 
sichergestellt. Mikroskopische Untersuchung einer Anzahl Proben 
ergab stets sterile Lösungen. Das Arbeiten mit Toluol setzte die Ver- 
wendung von sorgfältig entfetteten Gefäßen und Apparaten voraus. 
Das überschüssige Toluol, das die Messungen stark störte, mußte vorher 
stets durch Filtration abgeschieden werden. Vorlauf und Nachlauf 





1) Diese Zeitschr. 81, 345, 1911. 
17* 
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2 | 
mußten verworfen werden. Die Messungen wurden mittels des Traube- 
schen Stalagmometers ausgeführt und erst dann als richtig anerkannt, 
wenn drei Messungen übereinstimmende Resultate zeigten. Nicht 
alle verwendeten Mazerationssäfte zeigten sich für die Versuche ge- 
eignet. Vor allem mußten die mazerierten Hefen nicht filtriert, sondern 
bei 200 bis 300 Atm. abgepreßt werden. Dann erst konnten brauchbare 
Säfte erhalten werden. In allen Versuchsreihen wurde durch Zusatz 
von 0,20 g Phosphatgemisch pg = 5,8 auf 30 ccm Flüssigkeitsvolumen 
eine gleiche H-Ionenkonzentration garantiert, um 1. etwaige aus der 
Verschiedenheit der Wasserstoffzahl herrührende Fehlerquellen aus- 
zuschalten und 2. um die freiwerdende Buttersäure, die an sich die 
Oberflächenaktivität erhöht, zu binden. 

Die allgemeine Versuchsanordnung war folgende: 

Versuch A. Abnahme der Oberflächenaktivität = Wirkung der Proteas 
+ Lipase. 1 Teil Mazerationssaft + 1 Teil H,O + Butyrin im Überschuß. 
10 Minuten kräftig geschüttelt und dann filtriert. Nach Zusatz von Toluol 
wird 1 Teil abfiltriert und die Oberflächenspannung (O.-Sp.) des Filtrats 
bestimmt, der Rest wird der Verseifung bei 37° überlassen und nach 24 
bzw. 48 Stunden die Veränderung der Oberflächenspannung bestimmt. 

Versuch B. Abnahme der Oberflächenaktivität = alleinige Wirkung 
der Protease. 1 Teil Mazerationssaft + 1 Teil H,O ohne Butyrin, sonst wie A 

Versuch C. Abnahme der Oberflächenaktivität = durch Schutzsaft 
gehemmte Wirkung der Protease + Lipase. 1 Teil Mazerationssaft + 1 Teil 
Schutzsaft + Butyrin, sonst wie A. und B. 

Versuch D. Abnahme der Oberflächenaktivität = Wirkung von durch 
Schutzsaft gehemmter Protease allein. 1 Teil Mazerationssaft + 1 Teil Schutz- 
saft ohne Butyrin, sonst wie A., B. und C. 

Kontrollversuch. 1 Teil gekochter Mazerationssaft + 1 Teil H,O 
+ Butyrin, sonst wie A., B. und C., durfte keine Abnahme der Oberflächen- 
aktivität zeigen. Dieses Ergebnis wurde mehrfach nachgeprüft und einwand- 
frei festgestellt und ist in den nachfolgenden Tabellen nicht aufgenommen. 


Wasserwert des benutzten Stalagmometers gleich 123 Einheiten. 








Reihe I. 
Oberflächen-« oer? sët Saden : 
| _ spann nung | Differenz 











A. is ccm EE L. Be | 
Hefe U5 + l5cem H,O + 


7 Tropfen Butyrin ...... 69 88 | 19 
B. 15ccm Mazerationssaft wie in A. | 
+ 15eem H,O ........ | 78 91 | 13 


C. 15 ccm Mazerationssaft wie in A. 
+ Lëecm Schutzsaft + 7Tropfen 
Butyrin. 2... 45, wo. sen. 66 79 13 


D. > cem Mazerationssaft wie in A. 
+ l5cem Schutzsaft . . . a 74 86 12 
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Eine derartige Versuchsanordnung mußte gewählt werden, da ja 
nicht nur die lipatischen, sondern auch die proteolytischen Vorgänge 
(Eiweißabbau) in den Hefesäften eine Veränderung der Oberfláchen- 
spannung des Gemisches hervorrufen. In der hier angegebenen Ver- 
suchsreihe ergeben sich die rein lipatischen Effekte durch Subtraktion 
der Resultate von A. und B. bzw. C. und D. 


In Reihe I sind die Resultate einer Anzahl von Versuchen 
wiedergegeben, die nach dem eben skizzierten Schema angeordnet 
waren. 


Es zeigt sich ein ausgesprochener antilipatischer Effekt, hervor- 
gerufen durch den Schutzsaft. 


Nennen wir den lipatischen Wirkungsgrad des Mazerationssaftes, 
ausgedrückt durch den Unterschied in der Abnahme der Oberflächen- 
aktivität innerhalb 24 Stunden zwischen A. und B., W, und den ge- 
hemmien lipatischen Wirkungsgrad, ausgedrückt durch den Unterschied 
in der Abnahme der Öberflächenaktivität zwischen C. und D., W, 
so ist W, durch W der Bruchteil des lipatischen Effektes, auf den 
durch die Wirksamkeit des Schutzsaftes die Esterverseifung verringert 
worden ist. 


In obiger Reihe ist: 
W 19 — 13 = 6, 
W, = 13- 12= 1, W,:W=?/, = 0,166. 


Die Lipasewirkung ist auf !/, ihrer ursprünglichen Größe vermindert. 























Reihe II. 
| Oberflächen. Se? Stunden a 
A. 16 ccm Mazerationssaft V. L. B.- B.- | | 
Hefe U4 + 1l5cem H,O + | | 
14 Tropfen Butyrin...... | 73 85 Ä 12 
B. 15 ccm Mazerationssaft wie in A. 
+15ccem H,O ........ | 


85 92 7 


C. 15 ccm Mazerationssaft wieinA. | 
+ 15cem konz. Schutzsaft + | | 
14 Tropfen Butyrin. ..... Pr 67 | 73 | 6 


D. 15 ccm Mazerationssaft wie in A. 
+ 15 cem konz. Schutzsaft . 
W =12-7=5, 
W= 6-5=1, W,:W =?/, = 0,2. 


78 | 83 | 5 


Die Lipasewirkung ist auf !/, ihres ursprünglichen Wertes herab- 
gesetzt. 
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Reihe III. 


H DI i | 
Oberflächen» Nach 48 Stunden | Differenz 
al spannung | bei 370 














A. 10 ccm Mazerationssaft V. L. B.- | | f 
Hefe U 6 + 10cem H,O + | | 
10 Tropfen Butyrin. ..... 68 | 81 | 13 


B. 10 com Mazerationssaft wie in A. i 
+ 10 cem H,O ........ 87 96 | 9 





C. 10 cem Mazerationssaft wie in A. | 
+ 10ccm konz. Schutzsaft + Ä | 
10 Tropfen Butyrin. ..... | 65 | 74 e 9 


D. 10 ccm Mazerationssaft wie in A. | 
+ 10 cem konz. Schutzsaft ..; 77 | 8o | 8 


W =13-9=4, 
W,= 9—8=1, WW = 1/4, = 0,25. 

Die Lipasewirkung ist hier auf Y} ihres ursprünglichen Wertes 
herabgesetzt. 

Um festzustellen, ob das Toluol, das bei allen Versuchen in gleicher 
Menge zugesetzt wurde, einen verschiedenen Einfluß hinsichtlich der 
Änderung der Oberflächenspannung bei den einzelnen Vergleichs- 
versuchen ausüben und dadurch die Resultate beeinflussen könnte, 
wurden zu diesem Zwecke Kontrollversuche angesetzt. Die Ober- 
flächenspannung der Verseifungsgemische wurde vor und nach dem 
Toluolzusatz gemessen. Es ergaben sich folgende Resultate: 




















Reihe IV. 
nn EES Nach. NES Dages 
Ober, | | 
| flächen. GË, EE 44 Std. | Differenz 
pp : Toluol | es 
SE E en A a. ta PS en Da a AES Seier dees ` See e ER RS 
A.15ccm Mazerationssaft U4 | , 
l5cm H,O + 15 Tropfen Ä | | 
utyrin `... 65 68 | 3 81 1 
B. 15 ccm Mazerationssaft wie A. | | 
+15cem H,O....... | 85 88 3 95 i 10 
C. 15 eem Mazerationssaft + | | 
15 cem Schutzsaft + 15 Tropf. : | 
Butyrin .......... | 63 66 3 74 11 
D. 16 ccm Mazerationssaft + | 
156 com Schutzsait `... | 78 , 8 | 3 87 9 





Die Oberflächenspannung nach Toluolzusatz wurde, wie stets, 
erst gemessen, nachdem vom Toluol abfiltriert war, wobei Vorlauf 
und Nachlauf verworfen wurden. Die Reihe zeigt eine úbereinstimmende 
Zunahme der Öberflächenspannung nach dem Zusatz von Toluol um 
drei Einheiten, so daß fehlerhafte Beeinflussung des Resultates aus- | 
‘geschlossen ist. | 
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Die Verseifung gibt die Werte: 
W = 16— 10 = 6, 
W, = 11 — 9= 2, W: W = !/, = 0,33. 
Also ist der Lipaseeffekt auf Y, seines ursprünglichen Wertes ver- 
rıngert. 


Die antilipatische Schutzsaftwirkung ist keine Funktion der 
anorganischen, durch Veraschung erhaltenen Bestandteile des 
Schutzsaftes. 


Um nachzuweisen, daß nicht etwa die anorganischen Bestandteile 
des Schutzsaftes die in den vorhergehenden Versuchen gezeigte anti- 
lipatische Wirkung verkörpern, wurden je l10ccm Schutzsaft zur 
Trockne gedampft und verascht. Diese Asche wurde in folgenden Ver- 
suchen angesetzt. 

Reihe V. L.-Hefe U5. Reihe VI. L.-Hefe U 2. 


i 




















Ober» Nach . Ober Nach 
flächen» 48 Differenz | flächen» 48 Differenz 
Es Stunden Es Stunden 
A. l0ccm Mazerations- | 
saft + 10 ccm konz. 
Schutzsaft + 10 
Tropfen Butyrin . . 72 10 64 72 8 
B. l0ccm Mazerations- 
saft + 10 ccm Schutz- 
saftaschelósung + 10 
Tropfen Butyrin . . 8l 14 68 80 12 
C.10cem Mazerations- 
saft + 10ccm H,O + 
10 Tropfen Butyrin 76 13 68 80 12 





Beide Reihen zeigen die Unwirksamkeit der Schutzsaftasche in 
artlipatischer Hinsicht durch völlige oder fast völlige Übereinstimmung 
der Versuche B. und C. 

Alle hier aufgeführten Oberflichenspannungsmessungen sind 
natürlich quantitativ nicht unmittelbar vergleichbar, da in Mischungen 
oberflächenaktiver Stoffe keine strenge Proportionalität herrscht. Diese 
komplizierten Verhältnisse harren noch der vollständigen Klärung. 
Qualitativ ist jedoch auf diese Weise die Existenz eines antilipatischen 
dgens im Schutzsaft einwandfrei nachgewiesen und die eingangs auf- 
gestellte Theorie über den Co-Enzymschutzstoff weitgehend ver- 
wirklicht. 


E. Über die Ursachen der verschiedenen Stabilität der Gärungsenzyme in 
gárenden und nichtgärenden Lösungen. 

Die Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit angestellten Ver- 

suche können als Beiträge zur Klärung des immer noch nicht befriedigend 

gelösten Problems dienen, worin eigentlich der Grund für die viel 


264 H Haehn u. H. Schifferdecker: 


längere Erhaltung der Gärungsenzyme in gärenden zellfreien Lösungen 
gegenüber den nichigärenden zellfreien Lösungen liegt. Da es so gut 
wie bewiesen ist — soweit man von Stoffen, deren Konstitution man 
nicht kennt, überhaupt von Beweisen sprechen kann —, daß das Un- 
wirksamwerden der von der lebenden Zelle getrennten Gárungsenzyme, 
hauptsächlich auf ihre Zerstörung durch andere Enzyme (Tryptasen 
und Lipasen) zurückzuführen ist!), so wäre zunächst nach den Gär- 
substraten zu suchen, die auf diese Stoffe schädlich wirken. Hahn 
und Geret?) fanden, daß stärkere Rohrzuckerlösungen (40 proz. und 
darüber) die Endotryptasewirkung hemmen. Auch Hans Buchner’) 
hat schon eine zymaseschützende Wirkung des Rohrzuckers ange- 
nommen. Nun haben Abderhalden!) und Fodor gefunden, daß auch 
mit CO, gesättigter PreBsaft lagerbestándiger ist als ohne diesen Zusatz. 

Um zunächst die verschiedene Widerstandsfáhigkeit von Aceton- 
dauerhefen und Preßsäften zu erklären — in Wasser aufgeschlämmte 
Acetondauerhefe ist erheblich lagerbestándiger als PreßBsaft; sie zeigt 
erst nach 72 Stunden völligen Verlust ihrer Gärkraft, während Preßsaft 
meist schon nach 24 Stunden gärunwirksam ist —, so muß man zu- 
nächst die Verschiedenheiten der physikalischen Beschaffenheit dieser 
beiden Präparate betrachten. Der Preßsaft enthält ja nur einen Teil 
des wirksamen Hefezelleninhaltes, während dieser in der Aceton- 
dauerhefe noch ziemlich vollständig erhalten sein dürfte. Der Zymase- 


inhalt dieser Hefe ist auf Grund ihres noch nicht völlig zerstörten 


osmotischen Systems anscheinend nicht so schnell den verderblichen 
Einflüssen schädigender Stoffe preisgegeben, während im Preßsaft, 
wo die Enzyme regellos umherschwimmen, dieser Fall viel leichter 
eintreten kann. 

Man kann somit drei Stadien der Zymasebeständigkeit, verursacht 


durch das Milieu, in dem sich dieser Enzymkomplex befindet, unter- 


scheiden: 
In der lebenden Zelle hat jedes Enzym gewissermaßen seine eigene 


Werkstatt, innerhalb deren ‚vier Wänden“ — die man sich wohl als 


Grenzflächen bzw. Kolloidaggregate im physikalisch-chemischen Sinne 
vorzustellen hat — es die ihm obliegenden Funktionen, normalerweise 
unbeeinflußt, ausüben kann. 

In der Acetondauerhefe ist dieses System, wenn man von den 
fehlenden vitalistischen Funktionen überhaupt absieht, schon stark 


1) Abderhalden und Fodor, Ferm. Forsch. 5, 2, 1921 und 12, Nr. 20, 1921. 
Hiernach ist eine bestimmte Form des Protoplasmas mit der Zymase 
identisch und damit diese Annahme bewiesen, wenigstens was die eigentliche 
Zymase anlangt. 

2) E. Buchner, Die Zymasegärung. 

3) Münch. med. Wochenschr. 1897, S. 299. 
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zerstört. Infolgedessen müssen mit dem Moment der Aufschlämmung 
im Wasser Diffusionsvorgánge eintreten können, die die Enzyme 
allmählich sämtlich durcheinanderbringen und dadurch Zerstórungs- 
erscheinungen einleiten. 

Im Preß- und Mazerationssaft vollends schwimmen die Enzyme 
wahllos in dem gegebenen Flüssigkeitsvolumen umher und können sich 
von vornherein weitgehend beeinflussen und stören. 

Hat man nun besonders endotryptasereiche Hefen, wie sie an- 
scheinend in den heutigen Bierhefen zum Teil vorliegen, so müßten 
nach obiger Theorie aus ihnen unwirksame Mazerations- und wenig 
lagerbeständige Preßsäfte resultieren, während die Acetondauerhefen 
aus ihnen weniger an Gärkraft einbüßen dürften. Der Befund hat, 
soweit die Resultate dieser Arbeit hierfür verwertet werden können, 
diese Auffassung im allgemeinen bestätigt. 

Kommen wir nunmehr nach der Betrachtung der einzelnen Prä- 
parate auf die Gársubstrate und ihre Wirkung auf die Enzyme zurück, 
so ist zunächst nach Hahn und Geret (s. weiter oben) festzustellen, 
daß der Zucker in höheren Konzentrationen durch Wasserentziehung 
endotryptasehemmend wirkt. Die längere Haltbarkeit von konzen- 
tnertem Preßsaft, wo ja auch eine Wasserentziehung stattgefunden 
hat, bestätigt in gewissem Sinne diese Hypothese. 

Stellt man sich nun die Zymasegärung im einzelnen so vor, daß 
an der Oberfläche der Fermentpartikelchen dauernd Zucker in CO, 
und CHOH gespalten wird — die dabei zunächst auftretenden 
Zwischenprodukte sind nebensächlich —, so kann man annehmen, 
daß dieses Zymaseteilchen durch einen Mantel von CO,-Bläschen, 
der für die molekulardispersen Zuckermoleküle zwar durchlässig, 
aber für die kolloiden gröberdispersen Tryptaseteilchen nicht mehr 
erheblich durchdringbar ist, geschützt wird. Je kleiner die Zucker- 
konzentration, desto durchlässiger der Gasmantel, um so stärker die 
Endotryptasewirkung. Je geringer der Wassergehalt, um so geringer 
die Diffusionsmöglichkeit für die zymasevernichtenden Enzyme. Auf 
diese Weise läßt sich auch vielleicht bis zu einem gewissen Grade der 
oben erwähnte Abderhaldensche Befund von der Lagerbeständigkeit 
mit CO, gesättigter Säfte erklären, wobei ein Teil der Kohlensäure 
vielleicht von den Enzympartikelchen adsorbiert wird. 

Diese Schutzwirkung des Gärvorganges an sich auf die Gärungs- 
enzyme sind wir schon deshalb anzunehmen gezwungen, weil die 
Zucker- und die Konzentrationswirkungen zur völligen Erklärung 
dieser Erscheinung nicht ausreichen. Wie Tabelle XXIV, B., zeigt, 
liefert Acetondauerhefe in einer lOproz. Zuckerlösung angesetzt, 
nach 72 Stunden, einer Zeit, wo sie in Wasser gelagert, überhaupt 
garunwirksam ist, noch eine erhebliche Kohlensáuremenge. Zu dieser 
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Zeit war die Zuckerkonzentration schon infolge der Vergärung auf 
4%, herabgesunken, weshalb von einer Wirkung des Zuckers als wasser. 
entziehendes Mittel im Sinne von Hahn und Gere allein nicht mehr 
die Rede sein kann. Die Gärung als solche muß also — wenn wir von 
den Antienzymen absehen — einen integrierenden Bestandteil innerhalb 
des gärungsenzymschützenden Wirkungskomplexes bilden. Dieser 
Befund stimmt in gewisser Hinsicht mit dem von Rubner!) überein, 
der im Hinblick auf die Wirkung der Endotryptase in lebenden Zellen 
zu dem Resultat kommt, daß dieses Enzym sofort unwirksam wird, 
wenn durch Zuckerzusatz die Gärung eingeleitet ist. Nur das tote, 
nicht mehr Gärung erzeugende Protoplasma fällt dann noch dem 
Abbau anheim. 

Trotz des generellen Unterschiedes zwischen toten und lebenden 
Hefegärungsgemischen besteht hier also eine gewisse Übereinstimmung. 


Tabelle XXIV. 


A. Wirkung von Endotryptasepräparat auf lagernde Aceton- 
dauerhefe. 


Versuchsbedingungen: Je 2 g Acetondauerhefe + 4g Rohrzucker + Toluol. 
Endotryptasepráparat = Mazerationssaft aus V. L. B. U 6. 




















Entwickelte CO; in g | 
dazu nach Stunden _ dazu nach Stunden | Gesamt 


| 24 ee Oos | Rz 


1. + 20 ccm Mazerationssaft, 0,63 
24 Stunden bei 22° gelagert 0,62 
2. + 20 com H,O, 24 Stunden 0,47 
bei 22% gelagert 0,42 





Das Endotryptasepráparat zeigt hier zymaseschützende Eigenschaften. 


B. Gärwirkung von Acetondauerhefe in 10proz. Zuckerlósung. 


Versuchsbedingungen: 2 g Acetondauerhefe U 6 V. L. B. + 2g Rohrzucker 
+ 0,15 g Phosphat + 20 cem H,O + Toluol. pg = 5,8. 
















Entwickelte CO, in g 


nach dazu nach Stunden 


24 Stunden 48 | 72 96 | 
0,34 0,25 0,14 0,08 0,02 0,83 
0,33 - 0,26 | 0,13 0,09 . 0,01 ¡ 0,82 
Es wird eine Vergärung von 82% des theoretischen Wertes erzielt. 


1) Rubner, Die Hefezelle bei der alkoholischen Gárung. Veit & Comp., 
Leipzig 1913. 
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Tabelle XXV. 
Gärkraft von in 20proz. Rohrzuckerlósung mazeriertem Saft. 


Versuchsbedingungen: 50 g Trockenhefe U 4 + 150 ccm H,O + 30 g Rohr- 
zucker bei 31° 21% Stunden mazeriert. Hiervon je 20 com Saft + 4 g Rohr- 
zucker + Toluol. 


Entwickelte CO; in g 





Gesamt 
nach 
116 Stunden 
08 0,07 0,08 0,40 
01 ` 0,11 0,09 | 0,47 


Der Mazerationssaft, mit Zucker mazeriert, zeigt eine erhebliche Gärkraft. 
Die Kontrollmazeration mit Wasser ergab gärunwirksamen Saft. 


Da nun die Stabilität der Enzyme und ihre Ursachen in maze- 
rierenden Säften auf dieselben Erscheinungen zurückgeführt werden 
müssen, wie in den eben erörterten Lagerversuchen, so wurde, um die 
kombinierte Schutzwirkung von Zucker auch in dieser Hinsicht zu 
prüfen, ein Mazerationsversuch in einer 20proz. Zuckerlösung angesetzt. 
Der hierbei gewonnene Mazerationssaft (Tabelle XXV) lieferte in der 
Tat eine, allerdings nicht erhebliche, Gärwirkung, während dagegen 
der ohne Zuckerzusatz mazerierte Saft gänzlich gärunwirksam war, 
Tatsachen, die mit der eben entwickelten Theorie gut übereinstimmen. 


Um die proteolytische Wirkung dieses zuckerhaltigen Saftes auch 
noch direkt zu prüfen, wurde auch ein Gelatineverdauungsversuch 
mit ihm angesetzt und zum Vergleich ein ebensolcher mit gewöhnlichem 
Mazerationssaft. In der Tat zeigte jener eine bedeutend schlechtere 
proteolytische Wirkung, womit die Wirkung des Zuckers in diesem 
Falle als antiproteolytisches Agens bestätigt wurde. 


Um nun zu zeigen, daß hierbei die Anwesenheit des Zuckers nicht 
die alleinige Ursache für die Erhaltung der Zymase ist, wurde in einem 
zweiten Versuche Glycerin an Stelle des Zuckers als schützende Substanz 
der mazerierenden Hefe zugesetzt. Dieser Stoff wirkt nach Hahn und 
Geret (s. weiter oben) infolge seiner wasserentziehenden Kraft ebenfalls 
endotryptaseschädigend. Der Versuch ergab die gänzliche Gärunwirk- 
samkeit des resultierenden Mazerationssaftes. Und auch Mazerations- 
versuche mit 1, der üblichen Wassermenge ergaben ein gleiches Resultat. 


Man muß demnach tatsächlich nicht nur der bloßen Anwesenheit 
des Zuckers bzw. eines anderen konzentrationsändernden Stoffes bei 
der Erhaltung der Zymase in lagernden sowie in mazerierenden toten 
Präparaten und Säften, sondern auch dem Einsetzen der Gärung selbst 
eine wesentliche Rolle zuweisen. 
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Bei der Mazeration liegen die Verhältnisse insofern besonders 
verwickelt, als die Paralyse der Endotryptase (durch Schutzsaft, sekun- 
dáres Kaliumphosphat) gleichzeitig eine Behinderung der zur Maze- 
ration notwendigen Autolyse der Zellen mancher Hefesorten zur Folge 
hat. Tritt durch sofortigen Zuckerzusatz, in beschränkter Menge, eine 
sofortige Gärung ein, so kann die zur Mazeration notwendige Zer- 
störung der Zellstruktur durch die Endotryptase vor sich gehen, während 
die Zymase selbst durch den Gärungsvorgang geschützt wird. Es 
resultiert wie in Tabelle XXV ein noch gärwirksamer Saft. 

Somit ist eine Abrundung der oben entwickelten Theorie auch 
im Hinblick auf die Vorgänge bei der Mazeration erfolgt. 





Kann die avitaminóse Wachstumshemmung durch anorganische 
Substanzen kompensiert werden ? 


Von 


G. Suda (Tokio). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) _ 


(Eingegangen am 23. März 1923.) 


Um die Vitaminwirkung dem Verständnis näher zu bringen, hat 
man öfters die Salzwirkungen auf die Zellen zum Vergleich heran- 
gezogen. Die Ähnlichkeit besteht zum Teil darin, daß in beiden Fällen 
an Gewicht geringfügige Massen bedeutende Effekte im Haushalt der 
Körperzellen hervorzubringen vermögen. Man hat daran gedacht, 
daß, wie z. B. bei der Katalyse, ein und dasselbe Substanzteilchen 
ohne eigene Umwandlung zu erfahren, Oxydationsprozesse in der 
organischen Substanz befördert, auch Ähnliches bei der Vitaminwirkung 
vorliegen könnte. 

Solche und ähnliche Überlegungen führen dazu, die Beziehungen 
der Salzwirkungen zu den Vitaminwirkungen genauer zu studieren 
und beide unter sich zu vergleichen. Eine der hervorstechendsten 
Vitaminfunktionen ist die Beförderung des Wachstums junger Tiere. 
An dem Wachstumsphánomen kann nun in einer einfachen Versuchs- 
anordnung die Frage leicht geprüft werden, ob ein Salz bei vitamin- 
freier Ernährung die hierdurch erzeugte Wachstumshemmung be- 
fördert oder vermindert. 

Wenn die Wachstumshemmung auf einer Herabsetzung der Assi- 
milation oder — was allerdings unwahrscheinlich ist — auf einer Stei- 
gerung der Dissimilation in den Zellen beruht, dann müßte doch in 
jedem Falle ein Salz oder sonst eine chemisch genau definierte Substanz, 
die stark dissimilatorisch wirkt, die Wachstumsstörung befördern. Das 
ist ohne weiteres einleuchtend, und daß diese Schlußfolgerung tat- 
sächlich mit den Tatsachen in Einklang steht, wird durch die Versuche 
von Datizo Ogata (1) mit Jodverbindungen und Schilddrüsenpräparaten 
bewiesen. 

Einen viel tieferen Einblick in die Art der Vitaminstörung be- 
kommen wir aber, wenn wir untersuchen, ob es möglich ist, durch 
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eine definierte anorganische Substanz die avitaminische Wachstums- 
hemmung aufzuhalten — oder gar zu kompensieren. Eine Substanz, 
die bei solchen Versuchen in Frage kommt, ist das Arsen. 

Nach Gottlieb und H. Meyer (2) ist die Stoffwechselwirkung des 
Arseniks die gleiche wie die des Phosphors. In sehr kleinen Dosen 
hemmt Arsenik die Oxydationen, befördert das Wachstum, den Stoff. 
ansatz, d. h. ein Überwiegen der Assimilations- über die Dissimilations 
vorgänge. 

Wenn nun bei der Avitaminose das Assimilationsvermögen des 
Körpers herabgesetzt ist, müßte durch Arsen diese Störung eben» 
kompensiert werden können, wie wohl auch in dem Falle, daß bei 
der Avitaminose die Dissimilation gesteigert wäre, was allerdings nicht 
wahrscheinlich ist. Es müßten also mit kleinen Arsendosen gefütterte 
Tiere eine geringere Wachstumshemmung erkennen lassen als ohne 
Arsen avitaminós gefütterte Tiere derselben Art und desselben Alter. 

Meine Versuchsanordnung zur Prüfung dieser Frage war folgende: 
Ich hatte 27 etwa 6 Wochen alte Mäuse in fünf Gruppen eingeteilt. 
Zwei Gruppen (A und B) bekamen Normalnahrung: Gruppe A ohne 
Zulage, Gruppe B mit Zulage von Acidum arsenicosum. Die anderen 
drei Gruppen (C, D und E) wurden mit vitaminfreiem Nahrung 
gemisch ernährt. Als vitaminfreies Nahrungsgemisch wurde gekochter 
polierter Reis mit Salzgemisch (Kochsalz 250,0, Calc. lactic. 100,0, 
Mag. Citric. 100,0, Ferr. Citric. 25,0, Jod pur. 0,05, Kal. jodat. 0,1) 
gebraucht. 

Die Gruppe C erhielt dieses ganze Nahrungsgemisch ohne Zulage, 
Gruppe D und E mit Zulage von Acidum arsenicosum. Ich begann 
die Fütterung mit kleinsten Dosen Acidum arsenicosum, täglich 0,15 mg 
(B und D) bis 0,2 mg (E) für 1000 g Körpergewicht und steigerte sie n 
der zweiten Woche zu 0,3 mg (B und D) bis 0,4 mg (E), in der dritten 
Woche zu 0,45 mg (B und D) bis 0,6 mg (E), in der vierten Woche zu 
0,6 (Bund D) bis 0,8 mg (E), in der fünften Woche zu 0,8 mg (B und D) 
bis 1,0 mg (E). Weil die Menge des Arseniks zu wenig ist, habe ich es 
mit Sachr. alb. 1000- bis 10000fach verdiinnt gegeben, zugleich bekamen 
auch die Kontrolltiere (A und C) eine ebenso groBe Menge Zucker. 

Das Körpergewicht während des Versuchs unter den geschilderten 
Bedingungen geht aus der nachstehenden Tabelle II hervor. 

Die Gewichtsab- und -zunahme bezieht sich prozentual auf das 
Körpergewicht am Versuchsbeginn. 

Die durchschnittlichen Zu- bzw. Abnahmen der Körpergewichte 
jeder Gruppe sind in der Tabelle II verzeichnet. 

Das Resultat meiner Versuche war: 

1. Durch die Arsenzulage wird die infolge der vitaminfreien Fr- 
nährung sich einstellende Körpergewichtsabnahme nicht aufgehalten. 





| 





Avitaminöse Wachstumshemmung und anorganische Salze. 271 









Tabelle I. 
Körpergewicht Di seiner prozentualen Zu» (+) bzw. | S 
Gru Abnahme (—) am Ende der | Lebens 
Nummer 1. Woche ` 2. Woche 5. Wocbe | Tage 








ji SE 








45 4 See 
a joa Lë ri ën 
” 
5 | se EL 28% | 58% 
SÉ AIS n 
a. e "Dën | +188% | +333% 
5 | 2 ko +258% +134% 
+11,1% HIY +22,2% 

Bi 90 100 9 S 110 S ” 
5 om t 31% +61% | 
si dá +166% +63% | +125% 

i i 54 ” 
N e jk .9% —5, 0% +39% 
n 

Ge | u |+22% -177%)-185%| — ES S 

10.6% —166% 106% | —1979% | Z | 
z i a af Si 3 | — 2 
6,3% |—16,7% | —125%| — e 
3 48 2 /0 | , o 9 O 25 
45 40 42 = =. 2 
4 | 85 +12,0% | —8,2% | -58% | 190% = 39 
85 78 80 69 = 
| +2,9% | —12,8% | —86% |-—214% | — 
S | 10 ll ao] e | 85) — ¡3 
— 12,0% | —36.0% | — — o 
6 | 50 A S 19 
32 = u — 
pi | æ 144% er er SS = | 19 
A e 19% —11,3%|—1,9% | — n ob 
! — => | 
! 10% — 25,5% | —15,71% | — = 
3 H ` j B l ol - Se E 
| | o _ 
1.12%, —5,9% | —10,6% — 
On be ai" Su E / e 
| GES SEN ! 
El $ 49 | RE GG — 2,4% Kap GEN | 98 
| | 1880, dE 29% |—114% | —4,39 
SS , y | 
dE o o [Zg C| E 
3 $ | 45% -159% —113%] = = e 
| a S 
4 | a |, (Bin > = 26 
+ 0% |-16% | 78% | = | 
5 | 6 64 DW dE 
, O > o Auen O SE Z ! 
oo oa [halpaa] | in 


272 G. Suda: 


Tabelle II. 
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2. Die mit vitaminhaltiger Nahrung und entsprechender Arsen- 
zulage gefütterten Tiere nahmen zum Teil ungefähr ebenso wie die 
Kontrolltiere, zum Teil stärker an Körpergewicht zu als die nur mit 
vitaminhaltiger Nahrung gefütterten Kontrolltiere. 

Aus den an letzter Stelle unter 2. aufgeführten Beobachtungen, 
die mit dem, was über die Arsenwirkung bekannt ist, in Einklang 
stehen, geht hervor, daß die gewählten Arsengaben mindestens zum 
Teil so bemessen waren, daB eine besondere Körpergewichtszunahme 
hierdurch bei im übrigen normalen Ernährungszustande zustande kam. 
Daß ich bei meinen Versuchen die wirksame, wachstumsfördernde 
Arsendosis bei der Berechnung auf 1 kg Körpergewicht gegeben habe, 
geht auch aus den Angaben von Th. Gies (3) hervor, wonach beim 
Schweine pro Kilogramm Körpergewicht (la bis 1'mg und beim 
Kaninchen pro Kilogramm Körpergewicht etwa 4, bis 1 mg Acidum 
arcenicosum erforderlich ist. In einem Teil meiner Versuche habe ich 
außerdem auch eine um ein Drittel höhere Dosis bei avitaminösen 
Tieren verabfolgt, um auch eine etwas überkräftige Arsendosis auf das 
Wachstum avitaminös ernährter Tiere studieren zu können. 

Da nun in keinem Falle die Arsengabe die avitaminöse Wachs- 
tumsstörung kompensieren konnte, ist nicht anzunehmen, daß das 
deshalb der Fall war, weil die Arsendosierung nicht richtig gewählt 
worden war, sondern es folgt viel eher daraus, daß wegen der Ver- 
schiedenheit des Angriffspunktes der Vitaminwirkung von der Arsen- 
wirkung diese Kompensation nicht möglich war. Würde die Assimi- 
lationsförderung des Vitamins eben da eingreifen, wo die Assimilations- 
förderung des Arsens eingreift, dann müßte sich das Vitamin durch 
bestimmte Arsendosen ersetzen lassen, soweit das Wachstum in Frage 
kommt. Da ein solcher Ersatz nicht möglich ist, muß der Schluß ge- 
zogen werden, daß die durch die Vitamine bedingte Assimilations- 
erhöhung einen genetisch anderen Vorgang darstellt oder auf einer 
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anderen Bahn verläuft, als die durch das Arsen bewirkte Assimilations- 
erhóhung. 

Nun könnte man allerdings noch einwenden, daß die Arsenwirkung 
überhaupt zur Voraussetzung das Vorhandensein des Vitamins hätte, 
mit anderen Worten, daß das Arsen auf den Zellstoffwechsel durch | 
Vermittlung des Vitamins wirkte, oder daß das Arsen gewissermaßen 
de Vitamine aktivierte. Diese Möglichkeit ist allerdings nicht von der 
Hand zu weisen. Und hier erinnere ich an die Aktivierung der Fermente, 
überhaupt an die Beeinflussung der Fermenttätigkeit durch Salze, 
also an Vorgänge, die dem soeben entwickelten Gedanken zweifellos 
eine gewisse Berechtigung verleihen. Es wäre aber damit ein ganz 
neues Problem in die Vitaminforschung geworfen, ein Problem, bei 
dessen weiterer Durcharbeitung man vielleicht wichtige Aufschlüsse 
über das Zusammenwirken von Vitaminen und Salzen bei der Regu- 
lierung des Zellstoffwechsels erhält. 
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Über Nitroreduktionen durch lebende Gewebe. 


Bemerkungen zu der gleichnamigen Veröffentlichung von N. Waterman 
und J. Kalff !). 


Von 


Werner Lipschitz. 
` (Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 20. April 1923.) 


Waterman und Kalff unterziehen, ausgehend von der Tatsache. 
daß die Atmungsmessung von Tumorgeweben mittels der von mir 
angegebenen m-Dinitrobenzolmethode ihnen Schwierigkeiten machte. 
diese Methode einer scharf ablehnenden Kritik. Diese ruht auf scheinbar 
sehr triftigen Einwänden, die aber nach der Art ihrer Formulierung 
völlig irreführend sind und deshalb bei der prinzipiellen Bedeutung 
der Frage nach der Brauchbarkeit einer Methode hier etwas eingehender ` 
besprochen werden müssen. 

Es ist vorauszuschicken, daß vor Ausarbeitung der Nitroreduk- 
tionsmethode ich ähnliche aprioristische Bedenken wie Waterman 
und Kalff hatte, die ich mich bemühte, durch zahlreiche Experimente 
zu prüfen. Demgemäß finden sich fast sämtliche Einwände von Waterman 
und Kalff bereits in meinen eigenen Veröffentlichungen, wie sich im 
folgenden zeigen wird, führten aber dazu, daß nach Erkenntnis und 
Ausschaltung der entsprechenden Fehlerquellen auch quantitativ 
brauchbare Resultate gewonnen werden konnten. 

l. Die erste Bemängelung von Waterman und Kalff (S. 175) 
betrifft die angeblich nicht genügende Sicherstellung des entstehenden 
Reduktionsproduktes. — Demgegenüber sei festgestellt, daß bereits 
in meiner ersten Veröffentlichung?) die /dentifizierung des biologisch 
gebildeten Nitrophenylhydroxylamıns durch die entstandene intensive 
Gelbfärbung der Lösung, ihr enorm starkes Methämoglobinbildungs- 
vermögen, die Entstehung von Nitroaminophenol durch Umlagerung 
mit 60proz. Schwefelsäure, die Entstehung von Nitronitrosobenzol 
durch Oxydation mit Eisenchlorid und die Reduktion von Fehlingscher 


1) Diese Zeitschr. 185, 174, 1923. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 109, 189, 1920. 
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Lösung durchgeführt wurde, nachdem vielfache Versuche, das biologisch 
entstandene Produkt kristallisiert zu isolieren, wegen seiner relativ 
«ringen Menge bei Gegenwart zahlreicher störender Substanzen aus 
der Muskulatur selbst nicht gelungen waren. Es lag kein Anlaß vor, 
de Aufzählung und Beschreibung dieser Identifizierungsreaktionen in 
späteren Publikationen zu wiederholen, wie Waterman und Kalff es 
zu verlangen scheinen. | 

2. Was die Rotfärbung mit Soda betrifft, eine Beobachtung, gegen 
le Waterman und Kalff (S. 176) ihren schärfsten Angriff richten, 
weil sie, obwohl sie die Unreinheit meiner Präparate beweise, von mir 
benutzt und sogar quantitativ verwertet worden sei, so ist mit allem 
Nachdruck auf folgendes hinzuweisen: Bis vor weniger als einem 
Jahre wurde diese Reaktion, die von dem Entdecker des Nitrophenyl- 
kydroxylamıns selbst, K. Brand, als der analysenreinen Substanz zu- 
gehörig beschrieben!) wurde, von niemandem publikatorisch angezweifelt 
als von mir selbst?); ich hatte bereits 1920 ein nach Brand dargestelltes 
Präparat mit dem von Brand angegebenen Schmelzpunkt und Eigen- 
schaften in Händen, dem nach mehrfachem Umkristallisieren die Rot- 
fäirbung mit Soda fehlte3), so daß in dieser ersten Veröffentlichung 
bereits die Frage nach der Gegenwart von zwei chemisch oder physi- 
kalisch verschiedenen. Körpern als prüfenswert aufgeworfen wurde; 
ich dachte damals vor allem an Tautomere. Die Aufklärung erfolgte 
kürzlich durch Brand*): es handelt sich um Beimischung von Spuren 
der entsprechenden Thiophenverbindung, die weder den Schmelzpunkt 
noch die sonstigen Eigenschaften des Nitrophenylhydroxylamins ver- 
ändert — bis auf die Sodareaktion. Diese Beimischung ist nicht nur 
chemisch wenig ins Gewicht fallend, sondern ändert auch die Brauch- 
harkeit der biologischen Methode in keiner Weise; nach Waterman und 
Kalff selbst findet die Reduktion des Dinitrobenzols durch Gewebe 
unter Gelbfärbung auch bei Verwendung gänzlich thiophenfreier 
Präparate statt; das entsprechende Hydroxylaminprodukt besitzt die 
typische Blutgiftigkeit. Übrigens geschah die Benutzung der Soda- 
reaktion in meinen Untersuchungen lediglich orientierend parallel zu 
den eigentlichen kolorimetrischen Messungen®); sie wurde in der letzten 
größeren Veröffentlichung®) als überflüssig und nicht dazu gehörig 
überhaupt fallen gelassen. Es ist zu betonen, daß in allen meinen 
Veröffentlichungen kein einziger Schluß allein oder auch nur wesentlich 


1) Ber. d. deutsch. chem Ges. 38, 4006, 1905. 
2 Le. 

2) 1. c., S. 222. 

t) Ber. d. deutsch. chem Ges. 55 882, 1922. 
5) Pflügers Arch. 191, 1 und 33, 1921. 

t) Ebendaselbst 196, 463, 1922. 
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aus dem Ausfall der ,,Sodareaktion'* gezogen wurde, wie die Ausführungen 
von Waterman und Kalff vermuten lassen. 

A Daß die von Waterman und Kalff versuchte Bestimmung des 
biologisch entstehenden Nitrophenylhydroxylamins durch Fállung mit 
ammoniakalischer Silberlósung miBlang, hat sicher nicht seinen Grund 
im Fehlen dieser Substanz, sondern in störender Gegenwart von fällungs- 
hindernden Muskelsubstanzen. 

4. Die leichte Oxydierbarkeit von Nitrophenylhydroxylaminlósungen 
unter Abschwächung der Gelbfárbung und Bildung von 3,3-Dinitro- 
azoxybenzol, die Waterman und Kalff (S.178) konstatieren, wurde 
von Gottschalk und mir bereits eingehend geprüft und unter ausdrück- 
licher Erwähnung der Azoxyverbindung diskutiert!); es bestehen aber 
für sie weder experimentelle Anhaltspunkte noch Wahrscheinlichkeit 
in Gegenwart atmender (sauerstoffzehrender) Zellen, zumal bei Sauerstoff- 
mangel. Gegen eine Reduktion zu dimolekularen Produkten (Azoxv- 
bis Hydrazobenzol), die Waterman und Kalff ins Feld führen, sprechen 
die annähernd neutralen — jedenfalls nicht alkalischen — Reaktions- 
bedingungen in den Zellen (vgl. die von Haber, Elbs, Brand, l.c., studierten 
elektrochemischen Reduktionsfolgen!), sprechen die Hefeversuche von 
Neuberg und Welde?), spricht endlich der eigene Nachweis der sich 
tatsächlich bildenden Hydroxylaminverbindung. 

5. Waterman und Kalff verlangen (S.179): ,,Lipschitz hätte 
etappenmäßig verfolgen müssen, was sukzessive aus dem m-Dinitro- 
benzol wird, unter in Betrachtziehung der bestehenden chemischen 
Möglichkeiten‘. — Ihnen scheinen alle meine entsprechenden Versuche 
und Angaben entgangen zu sein: Das durch Gewebe verursachte 
weitere Schicksal des gebildeten Nitrophenylhydroxylamins bei relativem 
Mangel an Dinitrobenzol ist nach meinen Untersuchungen die Weiter- 
reduktion zu Nitranilin [Kaninchenorganismus, Bäckerhefe, Pflanzen- 
keimlinge3), Froschmuskulatur)]. Daher meine Angabe®), daß „nur 
bei reichlichem Uberschuf an reduzierbarem Dinitrobenzol die Nitro- 
phenylhydroxylaminbildung ein eindeutiges Maß oxydoreduktiver 
Zellprozesse ist, da sonst das Hydroxylamin selbst weiter bis zum 
schwächer gefärbten Amin reduziert wird“ usw. Dieselbe Beobachtung 
der Farbabschwächung ohne Klärung ihrer Ursache veröffentlichen 
jetzt Waterman und Kalff (S. 179). 

6. Waterman und Kalff beschäftigen sich mit der Deutung der 
von mir beobachteten Herabsetzung der Dinitrobenzolreduktion durch 


1) Pflügers Arch. 191, 13ff. 

2) Diese Zeitschr. 60, 472; 62, 470; 67, 18, 1914. 
3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 109, 195, 250, 251. 
4) Pflügers Arch. 196, 478, Versuch 14. 

3) Ebendaselbst S. 479. 
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kuze Verreibung des Gewebes mit Quarzsand: „Sie... erklärt sich 
nicht notwendig aus ‚Ausschwemmung des Atemkörpers‘ aus der 
Zelle, sondern viel besser durch Struktüränderung ... des Materials”. 
Der Inhalt des entsprechenden Abschnitts meiner 1920 erschienenen 
Arbeit!) deckt sich völlig mit dieser von Waterman und Kalff geäußerten 
Auffassung; zum bündigen Beweis sei hier nur die Überschrift meines 
damaligen Versuches angeführt: ‚Schädigung und Zerstörung der 
Zellstruktur**, Mir ist völlig unerfindlich, wie Waterman und Kalff 
trotz meiner ganz eindeutigen Ausdrucksweise eine so absurde Deutung 
meiner Versuche bei mir vermuten können. Dasselbe gilt natürlich 
für die Wirkung von Narcoticis. | 


7. Waterman und Kalff bezweifeln die Brauchbarkeit der kolori- 
metrischen quantitativen Methode unter anderem auch deshalb, weil 
das gelbe Produkt in den Zellbestandteilen (gelöst oder adsorbiert) 
festgehalten werde (S. 179). Ich habe Tumorgewebe nicht untersucht, 
für Froschmuskulatur aber, an der die Methode ausgearbeitet wurde, 
diese Frage ausdrücklich geprüft?) und keinen meßbaren Unterschied 
der Farbintensität gefunden, wenn ich einmal das Muskelfiltrat allein 
untersuchte, in einem Parallelversuch das gesamte Reaktionsgemisch 
erschöpfend (d. h. bis zum Freisein von jeder Gelbfárbung) mit Äther 
extrahierte und dessen Farbintensität kolorimetrisch bestimmte. Ich 
habe auch niemals geglaubt, daß die Methode in allen Fällen genügen 
würde, wenn man sie nicht an den speziellen Zweck adaptierte; z. B. gehe 
ich neuerlich bei Versuchen mit Bakterien stets so vor, daß ich das 
gelbe Produkt aus dem gesamten Reaktionsgemisch mit Äther aus- 
schüttele, was außerordentlich leicht und vollständig gelingt. 


8. Waterman und Kalff erklären die von G. Hertwig und mir beob- 
achtete Wiederkehr der Bewegungen erstickter Spermatozoen unter 
Dinitrobenzol nicht in unserem Sinne, sondern durch Reizwirkung 
des entstehenden Hydroxylaminderivats (S. 181). H. Winterstein?) 
prüfte bereits diesen Gedanken mittels Nitrophenylhydroxylamins, 
ließ ihn aber auf Grund negativer Resultate wieder fallen. Die An- 
nohme jedenfalls von Waterman und Kalff über das Wesen dieser Er- 
scheinung ist also unrichtig. 

9. „Die Annahmen von Lipschitz betreffs Vertretbarkeit der 
gewöhnlichen O-Zehrung durch indirekten O-Verbrauch aus der Nitro- 
verhindung‘‘, die nach Waterman und Kalff (S.181) „auf schwachen 
Füßen stehen“, wurden durch quantitative Bestimmungen der bei der 





1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 109, 236. 
?) Pflügers Arch. 196, 478, Versuch 10. 


3) Pflügers Arch. 198, 504, 1923; vgl. dazu Lipschitz, ebendaselbst 
198, 648, 1923. 
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Reduktion entstehenden Kohlensäure (Dehydrierungskohlensáure) kürz- 
lich!) wesentlich bestärkt. 

10. Ergebnis: Durch vorstehende Ausführungen wird bewiesen, 
daß die Einwände von Waterman und Kalff gegen die Brauchbarkeit 
der von mir angegebenen Dinitrobenzolreduktionsmethode entweder 
überhaupt nicht zu Recht bestehen oder bereits von mir selbst geprüft 
und publikatorisch diskutiert worden sind, was den Autoren größten- 
teils entgangen zu sein scheint. Wenn Waterman und Kalff im Anfang 
ihrer Veröffentlichung bemerken, daß die Methode ‚in gewissen 
Kreisen“ Anklang fand und benutzt wird, so möchte ich doch hoffen, 
daß die Autoren nach eingehenderer Prüfung der Methode sich weniger 
ablehnend gegen sie verhalten werden. 


1) Pflügers Arch. 196, 463, 1922. 


Über die Wirkung 
des Phosphorsäureions auf den Kohlehydratstoffwechsel. 


I. Mitteilung. 


Über die Wirkung des Phosphorsäureions auf den Zuckerhaushalt der 
überlebenden Froschleber. 


Von 
H. Elias und A. Löw. 


(Aus der ersten med. Universitätsklinik in Wien.) 
(Eingegangen am 20. März 1923.) 


Nach intravenöser Injektion von konzentrierten Phosphatlösungen 
sinkt beim Menschen der Blutzucker bei Hyperglykämien verschiedener 
Genese für eine kurze Zeit [Elias und Weiss!)]| ab. Ferner ließ 
sich feststellen, daß die Senkung des Blutzuckerspiegels nicht etwa 
durch Bindung des Zuckers an Phosphorsäure (das Embdensche 
Lactazidogen) bloß vorgetäuscht werde. Wenn also eine derartige 
Maskierung des Blutzuckers nicht vorliegt, läßt sich das Verschwinden 
des Zuckers noch auf zweierlei Art erklären: Entweder wird der Zucker 
aus dem Blut etwa zu Glykogen synthetisiert, oder er wird abgebaut, 
gespalten bzw. oxydiert. In dieser Mitteilung soll geprüft werden, ob 
sich Anhaltspunkte für die erste Annahme, für die Umwandlung des 
Blutzuckers in Glykogen durch das Phosphation, gewinnen lassen. 

Als Repräsentant für glykogenspeichernde Zellen wurde die Leber- 
zelle des Kaltblüters gewählt. Zu diesem Zwecke wurden Leberdurch- 
spülungen nach Fröhlich und Pollak?) an Fröschen (Rana fusca) vor- 
genommen. Nach einer Vorperiode, in der Ringerlösung durch die 
Leber geleitet wurde, wurde mit Ringer-Zucker-Phosphatlösung durch- 
spült, worauf in der Nachperiode die Durchspülung mit Ringer-Zucker- 
lösung wiederholt wurde. Sämtliche Lösungen waren neutral und für 
Kaltblüter isosmotisch (Messung der Wasserstoffionenkonzentration 
mittels Michaelis’ Indikatoren). Die Zuckerbestimmungen wurden 
in den durch Zentrifugieren bzw. Sedimentieren geklärten Ausströmungs- 


1) Elias und Weiss, Wien. Arch. f. innere Med. 4, 29, 1922. 
2) Fröhlich und Pollak, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 77, 265, 1914. 
Biochemische Zeitschrift Band 138. 19 
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flüssigkeiten nach Bertrand durchgeführt. Die Berechnung der Zucker- 

werte erfolgte nach der Tabelle von Möckel-Frank!). Das Leberglykogen 

wurde (mit einer unwesentlichen Modifikation) nach Pflüger bestimmt. 
Die Versuchsergebnisse waren eindeutig. 


Versuch 1 vom 2. April 1922. Rana fusca 20 g. 
Leberdurchspülung: Jede Lösung wird zweimal durch die Leber geleitet. 





























Leber 0,48 g Glykogen in Dextrose 4%. Beginn 9h 40’, Druck etwa 10 eem. 
o | u Während 
| | der Durch- 
| | Eingelaufen Ausgeflossen pera 
Zeit | . | gehäufte bzw 
| | EEE E Ge Gë 
pro rin espülte (—) 
| Menge | Durchspúlungsfliissigkeit | tora | Minute ` Zucker | Zockermenge 
u E | EN | eem ccm fa | mg 
9h 58". Zucker-Ringerlösung | | | 
Tio 22 | $ 9,98'100 PI 7,8 | a 0,91 + 1,36 
10 45] % « dasselbe | 34 | 1 | | 
10 45 | 3 Ri lö P 
—10 48 Ä ingerlosung Es aufgefangen, — — 
10 48 | 3 Zucker- Phosphatlósung ` | | 
au 52 | 0,88%. Pu = 7,5 ' ” | Ej A SS 
d Zo 375 | , dasselbe | 375 | 13 | 
11 20 | | 10,95 , —258 
11 45 37,5 dasselbe 36 | 15 | | 
| | 
11 45 | Zucker-Ringerlösung _ | 
u 47 ı 3 0,95%. Pu = 7,5 DS aufgefangen!) — — 
—19 së i 36 dasselbe | 35,5 1,5 i us 
12 10 | 35 d Ibe | aa E | — 122 
—12 31 | SE Mie e i 





Die Durchspülung mit Zucker-Ringer-Phosphatlösung ruft eine Zucker- 
ausschwemmung aus der Leber hervor, die bis in die Nachperiode dauert. 

In einem Versuche wurde die Reihenfolge der durchgeleiteten 
Flüssigkeiten in der Art geändert, daß die in Frage stehende Phosphat- 
lösung in der ersten Periode auf die noch ganz frische Leber einzuwirken 
kam, um das Ausbleiben einer Glykogenanhäufung in dieser Periode 
besonders beweisend zu gestalten (Versuch 4). 

Aus den Resultaten ist zu entnehmen, daß durch das Phosphation 
die Glykogenanhäufung in der Froschleber nicht unterstützt wird, 
sondern sogar Glykogen mobilisiert wird. Dieses Ergebnis stimmt 
mit der von Bang?) gemachten Beobachtung überein, nach welcher 
Leber, in Ringer-Phosphatlösung suspendiert, eine Abnahme des 


1) Möckel und Frank, Hoppe eyler 65, 325, 1910. 
2) Ivar Bang, diese Zeitschr. 49, 325, 1913. 
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Versuch 2 vom 9. Dezember 1922. Rana fusca 50 g. 


Leberdurchspülung. Dieselben Lösungen werden mehrfach durch die Leber 
geleitet. 


Leber: 0,6 g, 4,1% Glykogen. Beginn: 5b 35’, Druck etwa 10 cm. 

































E | Während 
| der Durch, 
| Eingelaufen ' Ausgeflossen da de 
g | ı' gebäufte bzw. 
Zeit umgeprägte 
E z E A E. oder ur 
3 ` ro ER e keng 
Menge Durchspülungsflüssigkeit | Zucker | ees 
ccm i 
5h 53' 60 Ringer-Dextroselósung l | 
3 | —6 1 1,1%70 D Pp — 7,6 
2 su dasselbe j 
E] EE => I 7 
o 6 43 | ; Ringer-Phosphat-Dex- | i | 
E —7 01 , i troselsg. 1,100 D Pu =7,5 St de | | 
$ KO dasselbe 56 | 33 (121 —55 
Fl? a | dasselbe | 53 30 | | 
7 35 Dextrose-Ringerlösung | | | | 
s| —7 53 | 0° L1 pp = 7,6 E | 
Be 53 | 60 dasselbe | 58 | 32 1} 12| —55 
:| 81 | 
Zl_g 238 ` 60 dasselbe 55,5! 3,2 








Eine isotonische Phosphatlósung ruft an der durchspúlten Froschleber 
eine Glykogenmobilisierung hervor, die bis in die Nachperiode fortdauert. 


Versuch 3 vom 7. November 1921. Rana fusca 28 g. 


Leberdurchspülung. Jede Lösung wird dreimal durch die Leber geleitet. 
Leber: 0,5 g, Glykogen 5,2%. Beginn: 11b, Druck etwa 10 cm. 





























| O | ‚Während 
er urchs 
| Eingelaufen | Ausgeflossen Se e 
| i gehäufte bzw. 
Zeit : umgeprägte 
Ba pro darin ie ülte CH 
VS Durcbspülungsflüssigkeit total d li Zucker | Zuckermenge 
SES ¡ ccm | eem | ccm DM mg 
EA EE E RRA = Ka eg EE ES = T =; A 
11h 19. Zucker-Ringeriósung | 
3 |—11 43 60 0,92%/7 D Pu = 7,4 Si eh | 
Dol eo dasselbe | 55 | 40 |} 06 | +18 
>| Us 60 dasselbe 55 4 | 
—12 10 | N 
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Versuch 3 vom 7. November 1921. (Fortsetzung). 











Ausgeflossen 


(+) 
Ee 
= Goler se 
E Blog E 


Zeit 


" Durchspülungsflüssigkeit 












Sr 1212 Zucker-Ringer-Phosphat- 
H _12 30 | % lösung 0, 920), D SC Za 55 Ei 

12 30 | 

60 dasselbe 50 41 :¿0,9 — 

NES | 
El_ı 55 dasselbe 46,5| 3,6 | | 

12 55 Zucker-Ringer | | 
3 —11 0,92°/ D pp = 7,4 | Sie 2 | 
E dasselbe sı | 34 | CH + 3,64 
3 1 28 
Zl[_1 43 dasrelbe | 49,5| 3,3 | | 





Die Zuckeranhäufung in der Vorperiode wird während der Zucker- 
Ringer-Phosphatdurchleitung unterbrochen. In der Nachperiode wird 
Zucker wieder angehäuft. 


Versuch 4 vom 12. April 1922. Rena fusca 46 g. 
Leberdurchspülung. Jede Lösung wird dreimal durch die Leber geleitet. 
Leber: 0,6 g, Glykogen 4,5%. Beginn: 12k 30’, Druck 10 cm. 





Eingelaufen 


an 
es Ta eres 
te (— 
Menge Durcbspülungsflüssigkeit | > Lee? 


| ccm 



















GEN EE 
EC aM Phosphat-Ringer-Zucker- | | 
— 10 | 30 lösung 0,9%/. Pu = 7,7 o 29 | 1,8 | | 
BW 2 | 30 dasselbe | 28 1800| — 
1 2 | 
Ri dasselbe | 27 | Ai 
1 37: Ringer-Zuckerlósung | | | | 
—1 57| 2 0,62%, py=7,6 | 3 | M | 
Br 12 30 dasselbe | om |ı7 $ 0,58 | + 1,14 
e 28 | 30 dasselbe 28 | 18 
| | | j 
2 28 ' Phosphat-Ringer-Zucker- i | 
— 2 47| 30 lösung 0,9% Pp = 7,7 | Se e LO | 
E 2 dasselbe i 29,5 18 109  — 
3 03. j | 
_3 19" 30 dasselbe | 295 | 18 





Die Zuckerkonzentration, dió: in der zweiten Periode eine Zucker- 
anháufung zustande bringt, ist in Gegenwart von Phosphaten in der ersten 
und dritten Periode dazu nicht mehr imstande. 
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Glykogens aufweist. In analoger Weise hat Mayerhof*) an Frosch- 
muskeln gezeigt, daß diese, in einer un "suspendiert, 
maximal Glykogen verlieren. - 


Zusammenfassung. 

Dosch Phosphate wird in der Froschleber die Anhäufung von 
Zucker nicht unterstützt; das Phosphation ist im Gegenteil imstande, 
Glykogen aus der Leber auszuschwemmen. 

Nach den bier mitgeteilten Versuchen besteht kein Anhaltspunkt 

für die Annahme, daß die Blutzuckersenkung bei Diabetikern nach 
Phosphatinjektion auf ner in der Leber zurückgeführt 
werden kann. 


1) O. Meyerhof, Arch. f. Phys. 188, 133, 1921. 


Über die Wirkung 
des Phosphorsäureions auf den Kohlehydratstoffwechsel. 


IT. Mitteilung. 


Wirkung intravenös einverleibter Phosphatlösungen auf den Blutzucker 
bei Hunden und Kaninchen. 


Von 
H. Elias, C. Popescu-Inotesti und C. St. Radoslav. 
(Aus der I. medizinischen Universitátsklinik in Wien.) 
(Eingegangen am 20. März 1923.) 
Mit 14 Abbildungen im Text. 


Nachdem festgestellt worden war [Elias und Weiss!)], daß intravenös 
einverleibte Mono- und Dinatriumphosphatlösungen den diabetisch und 
alimentär erhöhten Blutzucker beim Menschen herabzusetzen vermögen. 
schien es interessant, das Verhalten normaler Hunde und Kaninchen 
bei derselben Behandlung zu studieren, um eine Grundlage für die 
Untersuchungen der Phosphatwirkung bei experimentellen Glykosurien. 
die sich nur an Tieren durchführen lassen, zu gewinnen. 

Zu dem Zwecke wurden an Kaninchen und Hunden intravenös 
Phosphatlösungen injiziert und vorher sowie nachher der Blutzucker 
der Tiere meistens in halbstündigen Intervallen nach der Bangschen 
Methode in der Modifikation von Ernst und Weiss?) an dem aus der 
Ohrvene gewonnenen Blute bestimmt. Bei einigen Versuchen wurd 
auch der Hämoglobingehalt und die Zahl der roten Blutkörperchen 
festgestellt, um etwaige Veränderungen des Blutzuckers durch Zu- 
oder Abfluß von Gewebsflüssigkeit in die Blutbahn bzw. aus den Blut- 
gefäßen zu erkennen. ` 


Versuche. 
A. Kaninchen. | 
Zunächst wurde den Kaninchen Mono- und Dinatriumphosphst in 
Dosen intravenös injiziert, wie sie sich beim normalen Menschen als un- 
wirksam, bei hyperglykämischen Menschen als blutzuckersenkend erwiesen 
haben (2 cem n NaH,PO, bzw. 2 ccm n/3 Na, HPO, pro Kilogramm Tier). 
Dabei stellte sich aber heraus, daß in dieser Dosierung beide Salze beim 
Kaninchen statt einer Hypoglykämio eine Hyperglykämie hervorrufen 
(z. B. Kurve Abb. 2, Versuch 1 und 5, Kurve Abb. 3, Versuch 11 und |', 


1) Elias und Weiss, Wien. Arch. f. innere Med. 4, 29, 1922. 
2) Ernst und Weiss, Wien. klin. Wochensohr. Nr. 15, S. 174, 1921. 
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ferner Tabelle V und VI vorletzte Spalte). Darum wurden diese Versuche 
mit abgestuften, vor allem niedrigen Dosen wiederholt 11. 
Es seien zwei solche Versuche in Tabellen (Tabelle I bis IV) angeführt. 
Das Verhalten des Blutzuckers auf Phosphatinjektionen läßt sich 
somit bei diesen zwei Tieren folgendermaßen graphisch darstellen (Kurve 1 
und 2 und übersichtlicher 3 und 4). 





07 cm? Phosphaflösung phy Gew 

i Abb. 3. Zu» und!Abnabme des Blut- 
zuckers cines Kaninchens (Kan. IT) bei 
steigenden Dosen intravenós einvers 
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3% A Abb. 4. Zu» bzw. Abnahme des Blut» 
á 1% 2 2 3 zuckers eines Kaninchens (Kan. III) bei 


Abb. 2. Wirkung Ge intravenóser Injektionen von steigenden Dosen intravenós cinvers 
n3 Na, HPO,:Lósung auf den Blutzucker eines Kaninchens leibter n Na H: PO u. nk Na HP O; 
(s. Tabelle N). Lösung. 


Die Gesamtheit der Versuche läßt sich am einfachsten tabellarisch 
auf folgende Weise zusammenfassen (Tabelle V und VI und Abb. 6). 


1) F. P. Underhill (J. Biol. Chem. 25, 458) hat durch Injektionen von 
alkalischer Na,P O,-Lösung am Kaninchen schon im Jahre 1916 eine 


Blutzuckersenkung, E. Hirsch (J. infect. dis. 29, 40, 1921) durch KHPO, 
eine Blutzuckersteigerung erzielt. 
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Aus diesen Versuchen ergibt sich, daß eine intravenöse Injektion 
von n NaH,PO,-Lösungen in Dosen unterhalb von 0,4 ccm pro Kilo- 
gramm Tier fast unwirksam ist, während die nächst höheren Dosen 


9% Blutzucker 


HE e né mg ER 
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N 

N, 
"TI "Gil || 
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Abb.5. Zu» bzw. Abnahme des 0.040 
Blutzuckers bei Kaninchen (Durchs s % 7 1% 2 23 3 34 
Wee GE Abb.6. Wirkung abgestufter intravenöser Injektionen von 
intravenös éinverleibter a NaH -POZ u n Na HoP O¿-Lósung auf den Blutzucker cines Hundes (Nr. V) 
Le o ie (s. Tabelle VID. 


n/3 Ne H O,sLösung (s. Tab. V u. VD. 
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Abb.8. Abnahme des Blutzuckers 





eines Hundes (Nr. V) bei steigen» Abb. 7. Wirkung abgestufter intravenóser Injektionen von 
den Dosen intravenös einverleibter n/3 Na HPO, Lösung auf den Blutzucker eines Hundes (Nr. VI 
n NaH PO, u. n[3 Nas HP O¿«Lósung. (s. Tabelle X). 
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u. nh NaPO, Lösung (s. Tab. XI u. XID. 
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bis zu einem Werte von etwa 1,7 ccm eine deutliche Blutzuckersenkung 
beim Kaninchen hervorrufen. Höhere Dosen steigern dann wieder 
den Blutzucker, wenn ein Wert von etwa 1,8ccm überschritten ist. 
Diese Verhältnisse lassen sich am besten durch die beigefügte Durch- 
schnittskurve aller Versuche illustrieren (Abb. 5). 

Die durch Phosphatlösung hervorgerufene Blutzuckersenkung 
setzt hier so wie beim Menschen nach 1 bis 11, Stunden ein, um nach 
2 bis 21, Stunden den Höhepunkt zu erreichen. Das stimmt gut mit 
Untersuchungen der letzten Jahre überein, in denen festgestellt wurde, 
daß intravenös einverleibtes Phosphat nach 2 Stunden die Blutbahn 
verlassen hat; denn daß die blutzuckerherabsetzende Wirkung der Phos- 
phate eine Zellwirkung ist, scheint nach den Untersuchungen von 
Elias und Weiss bereits erwiesen. Diese Veränderungen im Blutzucker- 
gehalt können auch beim Kaninchen nicht auf Wasserverschiebungen 
aus dem Gewebe ins Blut oder umgekehrt zurückgeführt werden, 
denn zur Kontrolle angestellte Hämoglobinbestimmungen sowie Blut- 
körperchenzählungen vor dem Versuche und auf der Höhe der Blut- 
zuckersteigerung bzw. der Blutzuckersenkung geben keinerlei Anhalts- 
punkte für eine solche Annahme: die erhaltenen Werte schwanken 
innerhalb der Fehlergrenze. 


B. Hunde. 

In ganz analoger Weise wurden die Versuche an den Hunden durch- 
geführt. Es seien die an zwei Hunden durchgeführten Versuche als 
Beispiel tabellarisch und im Diagramm angeführt (Tabelle VII bis X, 
Abb. 6 bis 9). 

Zwei Tabellen (Tabelle XI, XII, Abb. 10) geben die Gesamtheit der 
gemachten Versuche wieder. Es ergibt sich, daß mit zunehmender 
Phosphatdosis auch der Blutzucker stetig abnimmt, wie aus Abbs8 
und 9 für den einzelnen Hund, aus Abb. 10 für den Durchschnitt aller 
Versuche sich ergibt. Dabei zeigt es sich, daß für den Hund der Grenz- 
wert der wirksamen Dosis der sauren und der alkalischen Phosphat- 
lösung gleich hoch liegt, und zwar bei 1% cem n Lösung. | 


Besprechung der Resultate. 

Im Gegensatz zum gesunden Menschen, der auf intravenöse Ein- 
verleibung von relativ großen NaH,PO,- und Na,HPO,-Mengen 
keine Veränderung seines Blutzuckers aufweist, ist beim Hunde und 
Kaninchen durch kleine Phosphatdosen leicht eine Blutzuckersenkung 
zu erreichen. Gründe ‘für dieses Verhalten lassen sich bisher nicht 
angeben. Beim Kaninchen genügt im Durchschnitt schon 1, ccm 
nNaH,PO,- bzw. n/3 Na,HPO,-Lösung pro Kilogramm Körper- 
gewicht, beim Hunde Lé cem n H,PO,- oder 114 ccm n/3 Na, H PO,- 
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Tabelle X I. 
Übersichtstabelle. 





‚Blutzuckerabnahme (—) in Die des a ae nach intravenöser 
n. von n Na H2P O, 


Nr. 0,5 ccm 0,7 ccm 1 com | - 1,5 ccm 
| pro kgsGew. | pro an Pe SCH pro kg-Gew 














I | 7,400 | ei = e 
III 1 11,500 | Er — su Sr 
V || 670 | —10 — 14 N y — 26 
VI | 7300 | — 6 SS SE Z 
VII | 1800 |! o ER E E 
VIII | 7000 | — 9 E = u 
Im Mittel . . . | — 62 | —u | —17 | —2 

Tabelle XII. 
Übersichtstabelle. 





Blutzuckerabnahme (—) in lọ des Anfangswertes nach intravenöser 
Injektion von n/3 Na H 






































Nr. 0,7 ccm lccm 1,5 ccm 1,7 ccm 2 ccm 

pro kg-Gew. | pro kg-Gew. | pro kg-Gew. | pro kgsGew. | pro kg-Gew 
ke "ge o d d di 
== En nm —— 

I SÉ | — | — | 0 — 7 — 30 

III || 11,500 PT er 0 = — 4 

V 6,700 = Ss | —5 — — 28 

VI | 7300 0 0 0 —10 — 2 

VII | 18000 . — > —5 = — 24 

vim | 7000: — | — Sc = — 22 
Im Mittel .../ — | — | 2 | —85 | —%5 


Lösung pro Kilogramm Körpergewicht. Beim Hunde ist also eine etwa 
dreimal so große Dosis von Dinatriumphosphat nötig als beim Kaninchen, 
um den Blutzucker herabzusetzen. Sehr merkwürdig und bisher ebenso 
unverständlich ist das Verhalten des Blutzuckerniveaus bei Kaninchen 
gegenüber größeren Phosphatdosen (über 1,7ccm pro Kilogramm 
Körpergewicht), die den Blutzucker erhöhen. Derartiges ist weder 
beim Menschen noch beim Hunde bisher beobachtet worden. Diese 
Ausnahmestellung des Kaninchens läßt sich nicht durch die Sáure- 
empfindlichkeit des Kaninchens erklären, da das schwach alkalische 
Na, H PO, ungefähr in gleicher Intensität wirkt wie das saure Na H, PO, 
Auch eine größere Salzempfindlichkeit des Kaninchens kann nicht 
die Ursache der unerwarteten Blutzuckersteigerung sein, denn die 
gleiche Menge einer normalen NaCl-Lösung hat durchaus nicht eine 
ähnliche Wirkung, wie aus den Abb. 11 bis 14 hervorgeht. 

Freilich wird eine hochkonzentrierte Phosphatlösung viel lang- 
samer als eine ebenso hochkonzentrierte Kochsalzlösung aus den Ge- 
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fäßen ins Gewebe diffundieren und könnte vielleicht dadurch eher 
einen Säftestrom aus den Geweben in die Blutbahn hervorrufen, der 
Zucker aus den Zellen mitführt. Diese bisher noch ganz dunkle Frage 
wird durch weitere Experimente erst zu untersuchen sein. 






BE ED). OR all nba 
Ma a LLGC) pro kg 







Abb. 11. Wirkung einer intravenósen In» 

jektion von einer n Na Cl.Lósung (2 ccm 

pro kg Gewicht) auf den Blutzucker eines 
Kaninchens (Kan. Nr. ID, 


Intrav) Im, v. Val 58% Lösg, 
| 200 to kg 7 
| Pa 





Abb. 13. Wirkung einer intravenösen Ins 

jektion einer 5,8 proz. Na Cl-Lösung (2 ccm 

pro kg Gewicht) auf den Blutzucker eines 
Hundes (Hund V). 


KE Intran SL aC] 50% 


Abb. 12. 








E 
pro kg Gew. dos 


Wirkung einer intravenósen Ins 


jektion einer 5,8 proz. NaCl-»Lósung (2 ccm 
pro kg Gewicht) auf den Blutzucker cines 
Kaninchbens (Kan. Nr. DD. 





Abb. 14. 


Wirkung einer intravenósen Ins 


jektion einer 5,8 proz. Na Cl+Lósung (2 ccm 
pro kg Gewicht) auf den Blutzucker eines 


Hundes (Hund VIID. 


Zusammenfassung. 
1. Intravenös einverleibte hypertonische Mono- und Dinatrium- 
phosphatlösungen, die beim Menschen den normalen Blutzucker nicht 
zu beeinflussen vermögen, setzen beim Kaninchen und beim Hunde 


den Blutzucker herab. 


2. Beim Hunde sinkt der Blutzucker bei Steigerung der intravenös 
einverleibten Phosphatdosis dauernd ab. 
3. Beim Kaninchen nimmt der Blutzucker nur bei Injektion 
kleiner Phosphatdosen ab, Injektion größerer Phosphatdosen führtfzu 


einer Hyperglykämie. 


Uber die Wirkung 
des Phosphorsáureions auf den Kohlehydratstoffwechsel. 


III. Mitteilung. 


Zur Wirkung intravenös injizierter Phosphatlösungen auf die Adrenalin- 
hyperglykämie bei Kaninchen und Hunden. 


Von 


H. Elias, C. Popescu-Inotesti und C. St. Radoslav. 
(Aus der I. medizinischen Universitätsklinik in Wien.) 
(Eingegangen am 20. März 1923.) 


Mit 4 Kurven im Text. 


Nachdem in der vorausgegangenen Arbeit festgestellt worden war, 
daß auch bei normalen Hunden und normalen Kaninchen im Gegensatz 
zum normalen Menschen intravenös injizierte Phosphatlösungen in 
bestimmten Dosen imstande sind, den Blutzucker herabzusetzen, 
konnte die Wirkung solcher Phosphatinjektionen auf die Adrenalin- 
hyperglykämie in der Weise untersucht werden, daß entweder die 
Wirkung der einfachen Phosphatinjektion und einer Phosphatinjektion 
nach vorausgegangener Adrenalininjektion an demselben Tiere ver- 
glichen wird oder besser in der Art, daß eine solche Phosphatdosi: 
nach der Adrenalininjektion intravenös injiziert wird, die im normalen 
Tiere noch keine Wirkung auf den Blutzucker ausübt!). 


Versuchsanordnung. 


Die Versuche wurden in folgender Weise durchgeführt. Nachdem die 
auf den normalen Blutzucker unwirksame Phosphatdosis aus den. früheren 
Versuchen bekannt war, wurde jedesmal ein einfacher Adrenalinversuch 
mit fortlaufenden Blutzuckerbestimmungen dem Phosphatversuch vor- 
ausgeschickt. Erst einige Tage später wurde eine für das Normalkaninchen 
unwirksame Phosphatdosis 1% Stunden (NaH,PO,) bzw. 1 Stunde 
(Na,HPO,) vor der Adrenalininjektion intravenös eingespritzt, damit zur 
Zeit der Höhe der Adrenalinwirkung auch die Phosphatwirkung den Höhe- 
punkt erreicht und so die Adrenalinhyperglykámie auf das wıirksamste 
beeinflussen kann. Dann konnte die Erhöhung der Blutzuckerkurve nach 
Adrenalininjektion mit und ohne Phosphatdarreichung miteinander ver- 
glichen werden. 


1) F. P Underhill (J. Biol. Chem. 25, 458) hat bereits im Jahre 1916 
mit alkalischem Na,PO, am Kaninchen die Adrenalinhyperglykámie herab- 
setzen können. 
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Beim Hund, bei dem die Adrenalinwirkung erst nach 1% Stunden 
den Blutzucker auf den Höhepunkt treibt, mußte dementsprechend die 
Phosphatinjektion 1 Stunde (Mononatriumphosphat) bzw.. % Stunde 
(Dinatriumphosphat) vor der Adrenalininjektion gemacht werden. 


Versuche an Kaninchen. 


Es seien solche Versuche an zwei Kaninchen in Kurven angeführt 
(Kaninchen 3 und 4, Kurve 1 und 2). 


Kurve 1. Wirkung intravenös eins 
verleibter Phosphatlösungen auf die 
Adrenalinhyperglykämie. 

Kaninchen 3, 1,8 kg 
Blutzuckerkurve 
im Adrenalinversuch 
— .—— Blutzuckerkurve im 
Na H,PO,»Adrenalinversuch 
------- Blutzuckerkurve im 
Na, H PO,-Adrenalinversuch 
1) Hámoglobin 
458%, Rote Blutkörperchen 4,9 Mill. 
1’) Hämoglobin 
49%), Rote Blutkörperchen 4,9 
2) Hämoglobin 
470, Rote Blutkörperchen 4,9 Mill. 
2’) Hämoglobin 
49%), Rote Blutkörperchen 49 „ 
3) Hämoglobin 
49%, Rote Blutkörperchen 4,9 Mill. 
3’) Hämoglobin 
49%, Rote Blutkörperchen 4,9 





Kurve 2. Wirkung intravenós eins 
verleibter Phosphatlósungen auf die 
Adrenalinhyperglykämie. 
Kaninchen 4, 1,8 kg 
Blutzuckerkurve 

im Adrenalinversuch 
—:— Blutzuckerkurve im 
Na H,PO,»Adrenalinversuch 
o --- Blutzuckerkurve im 
Na» H PO,-Adrenalinversuch 
1) Hämoglobin 
53%), Rote Blutkörperchen 5,8 Mill. 
1’) Hämoglobin 
550%, Rote Blutkörperchen 5,7 





2) Hämoglobin 
52%, Rote Blutkörperchen 5,7 Mill. 
2') Hämoglobin 
520%, Rote Blutkörperchen 5,7 


3) Hämoglobin 
51%), Rote Blutkörperchen 5,7 Mill. 
3) Hämoglobin 
520%, Rote Blutkörperchen 5,7 





Die Gesamtheit dieser Versuche sei in zwei Tabellen zusammengestellt. 
Aus den Kurven sowohl wie aus den Tabellen und ihren Durchschnitts- 
werten ist leicht zu entnehmen,‘ daß durch Phosphatinjektionen in Dosen, 
die beim normalen Tier kaum mehr wirksam sind (nach n NaH,PO, und 
n/3 Na,HPO,), so ziemlich in gleicher Weise die Adrenalinhyperglykámie 
Biochemische Zeitschrift Band 138. 20 
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Tabelle I. Wirkung einer an denselben Kaninchen auf den normalen Blut- 
zucker als kaum wirksam erkannten Dosis von n NaH,PO,-Lösung auf 
die Adrenalinhyperglykámie. 





3 | 4 | 5 | 6 


Herabsetzung der nn Lame 


Blutzuckerzunahme gegenüber dem nach Injektion von 0,4ccm n NaH,PO, 


Normalwert in Dh des Normalwertes 








E pro kg Gewicht 
e 
a] e 
E nach Adrenalin |+ SC SCH erte in 0h = he a = Seiren 
2 u allein Na H, Be kg» || des Normalwertes a 
x — 119 
A — 189 
S — 10,2 
2 — 81 
Im Mittel 280,2 | 204 | —262 | Sen 


Tabelle II. Wirkung einer vorher an denselben Kaninchen als kaum wirksam 
erkannten Dosis von n/3 Na, H A auf die Adrenalinhyperglykámie. 
|2| 3 | | 5 | 6 


| Herabsetzung der Adrenalinhyperglykirie 
nach Injektion von 0,5ccm n/3 Na, HPO, 


fe 











= Blutzuckerzunabme gegenüber dem 
Z . Normalwert in jọ des Normalwertes pro kg-Gewicht 
8 A PEE 
3 Bes nach Adrenalin in 0 zucker 
E We nach Adrenalin da NA HBO Kc 5ccm| in Dh SE E ih 
3 allein Steigerung nach 
Ke ht Adrenalin !) 





ro Kor des Normalwertes | 
| 














Wi kg l 
2 oa | m 
3 (1,8 | 280 | 243 
4 18 | 196 | 167 
5 |2,15' 185 | 166 
Im Mittel 2802 | 1965 |  -87 | — 148 


Tabelle III. Wirkung einer an den Hunden vorher als kaum wirksam 

erkannten Dosis von n NaH,PO,-Lösung auf die A 
EN 3 | 8 | | 6 

kimic 

An der Adrenalinhy Roo, 


nach Injektion von 0,5ccm n 
Lósung pro Kg-Gewich 


| | Blutzuckerzunahme gegenüber dem | 


| | Normalwert 
Ges 
wich | nach Adrenalin 
' nach Adrenalin x Eis at (0,5ccm: 









in 0% der Blutzucker: 


Hund Nr. 

















sph in 9 
| | allein HBO Gi Kë: || des Nonnslvertes re 
"kl WM | 8 
Se geg 
5 Tea 86 | m | -u2 | -1 
6 | 73) 64 Dë d — 12 I — 187 
7 18,01 136 | 116 H — 20 | —147 
8 | 70: 96 81 | -B 188 
Im Mittel 955 | 80,2 j — 15 | — 16,8 


1) Erhalten durch Division des Wertes in Stab 5 durch den Wert us 
Stab 3 um den Fehler der Schwankungen des Anfangswertes zu vermeiden. 
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um etwa 50 mg-Proz., d. i. um 10 bis 20% ihrer Höhe gedrückt wird. 
Zählungen der roten Blutkörperchen und Hämoglobinbestimmungen, 
die vor dem Versuch und auf der Höhe der Hyperglykämie angestellt 
wurden, zeigen ziemlich konstante Werte, so daß auch hier von einem 
Abströmen von Flüssigkeit in das Gewebe nach der Phosphatinjektion 
und von einer zur Zeit der Bestimmung dadurch nur vorgetäuschten Hypo- 
glykämie nicht die Rede sein kann. 


Kurve 3. Wirkung intravenös eins 
verleibter Phosphatlösungen auf die 
Adrenalinhyperglykämie. 
Hund 6, 7,3kg 

Blutzuckerkurve 
im Adrenalinversuch 


zs" zs Blutzuckerkurve im 
Na H,PO,+A drenalinversuch 


------- Blutzuckerkurve im 
NaH PO¿:Adrenalinversuch 
1) Hämoglobin 
Rote Blutkórperchen 6,8 Mill. 
1’) Hämoglobin 
96%, Rote Blutkörperchen 6,9 „ 
2) Hämoglobin 
97%, Rote Blutkörperchen 
2”) Hämoglobin 
98%, Rote Blutkörperchen 6,8 „ 
3) Hämoglobin 
98% Rote Blutkörperchen 6,8 Mill. 
3) Hämoglobin 
980 Rote Blutkörperchen 68 „, 





95 0o 





Kurve 4. Wirkung intravenös ein- 
verleibter Phosphatlösungen auf die 
Adrenalinhyperglykämie. 

Hund 8, 7 kg 
Blutzuckerkurve 
im Adrenalinversuch 
— zm Blutzuckerkurve im 
Na H,PO,-Adrenalinversuch 
co... Blutzuckerkurve im 
Na, HPO,+Adrenalinversuch 
1) Hämoglobin 
54 0/4 Rote Blutkörperchen 8,1 Mill. 
1’) Hämoglobin 
850 Rote Blutkörperchen 8,1 „ 


2) Hämoglobin 
86%, Rote Blutkörperchen 8,1 Mill. 
2”) Hämoglobin 
86 “ly Rote Blutkörperchen 8,1 „ 
3) Hämoglobin 
87%, Rote Blutkörperchen 8,1 Mill. 
e 3) Hámoglobin 
88%, Rote Blutkörperchen 8,1 „ 





0,140 


| 


| 





% Blutzucker 
0,200 







0,180 





0,160 


renalin Q5cm? 


Naz;HPO,-- 
Äre 


0,120 





Versuche an Hunden. 


Bei Durchsicht dieser Versuche ergeben sich dieselben Resultate wie 
beim Kaninchen: Die Adrenalinhyperglykámie wird durch eine voraus- 
geschickte Phosphatinjektion, die an demselben Tier den normalen Blut- 
zucker kaum beeinflußt hat, in wirksamster Weise herabgesetzt, ohne 


20 * 
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daß Hämoglobinbestimmungen oder Zählungen der roten Blutkörperchen 
irgend einen Anhaltspunkt für Verschiebungen von Wasser in das Gewebe 
geben würden. 


Tabelle IV. Wirkung einer an denselben Hunden auf den normalen Blut- 
zucker als kaum wirksam erkannten Dosis von n/3 N,HPO,-Lösung 
auf die Adrenalinhyperglykämie. 

lalo > | + [os | oe 





A en 
i. _Blutzuckerzunahme gegenüber dem | "nach Injektion von 1,5cem ni Ner CN 


| Normalwert in 0 des Normalwertes pro kg-Gewicht 




















f Gig | h Adrenali 
AS 
l allein Gë SE G ES | des Anfangswertes Adrenalin 1) 
= g. CN CE IE E Co a 
AAA ee A 
5167 86 70 | 16 | —186 
6 || 7,3, 64 54 | — 10 | — 15,6 
7 118,0 136 108 — 28 Ä — 20,6 
8 "ao 96 86 | -i — 104 
Im Mittel 95,5 | 79,5 i — 16 | — 16,3 
Zusammenfassung. 


Die Adrenalinhyperglykämie wird durch Phosphatinjektionen in 
wirksamer Weise herabgesetzt. (Bewiesen am Kaninchen und am 
Hunde.) 


1) Erhalten durch Division des Wertes in Stab 5 durch den Wert aus 
Stab 3 um den Fehler der Schwankungen des Anfangswertes zu vermeiden. 


Über die Wirkung 
des Phosphorsáureions auf den Kohlehydratstoffwechsel. 


IV. Mitteilung. 


Wirkung des Phosphorsäureions auf den Blut- und Harnzucker von 
prankreasdiabetischen Hunden. 


Von 
H. Elias, C. Popescu-Inotesti und C. St. Radoslav. 


(Aus der I. medizinischen Universitätsklinik in Wien.) 
(Eingegangen am 20. März 1923.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Zum Studium der Phosphatwirkung auf den Blutzucker und 
Harnzucker von pankreasdiabetischen Hunden mußte zunächst eine 
Phosphatdosis ausfindig gemacht werden, die eben noch den Blut- 
zucker des normalen Tieres um einen Wert herabsetzt, der innerhalb der 
Fehlergrenze der Methodik liegt. Dann wurde an demselben Tiere 
nach zweitägigem Hunger das Pankreas komplett entfernt und 1 bis 
2 Tage später die Phosphatinjektion wiederholt. Die Pankreasexstir- 
pation erwies sich in allen Fällen als eine recht gelungene: der 
D : N-Koeffizient erreichte den Wert von 2,6 und darüber. 


Die Hunde wurden während der ganzen Zeit nicht gefüttert, nur 
Wasser wurde ihnen gereicht und täglich 250 ccm physiologische Koch- 
salzlösung injiziert. Ihr Harn wurde quantitativ aufgefangen und 
nach je 24 Stunden durch Katheterismus abgegrenzt. Wenn kürzere 
Harnpausen erwünscht waren, um die Harnausscheidung bestimmter 
Tagesstunden miteinander vergleichen zu können, wurde auch zwischen- 
durch katheterisiert. 

Die Blutzuckerbestimmung wurde wie in den vorangegangenen 
Arbeiten nach Bang, die Zuckerbestimmung im Harn nach Maquenne 
durchgeführt. Ferner wurde im Harn noch N nach Kjeldahl und NH, 
durch Formoltitration nach Malfatti bestimmt. In mehreren Versuchen 
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wurde wieder das Hámoglobin nach Sahli bzw. die Blutkörperchenzahl 
festgestellt, um sich über das Abstrómen oder Zustrómen von Flüssig- 
keit aus der Blutbahn oder in die Blutbahn zu informieren. 


Versuche. 
I. Wirkungen von intravenósen Phosphatinjektionen auf die Zuckeraus- 
scheidung beim pankreasdiabetischen Hunde. 
Von acht angestellten Versuchen seien zwei als Beispiele im Protokoll 


wiedergegeben. Ein Versuch sei auch graphisch dargestellt (Tabelle I und II, 
Abb. 1). 


Pro Side u de, von (Ina, AË, Lö 
e kg Gemch "To te ge e 

N D ` fa von Nalt-Losg 48$ 
00.02 acm? | pro ig Gew 





QS? pro ka Gem. 


[ny von n Mah PO, -Liag 
Kee 





RRE R 609N 6 R 660R EIR 6 R 628 € e GM 
Nari Nadi Abo 
Dotum: 6X ZE az IL uz. 


Abb. 1. Wirkung intravenóser Phosphatinjektionen auf die Zuckerausscheidung eines pankreas: 
diabetischen Hundes (Nr. 5). Kontrolle durch Na Cl.Injektion. Graphische Darstellung von Tab. II. 


Die erhaltenen Resultate werden später gemeinsam mit den Ergebnissen 
der Blutzuckerbestimmungen besprochen. 


II. Beeinflussung des Blutzuckers von pankreasdiabetischen Hunden durch 
Phosphatinjektion. 


A. Injektionsversuche mit NaH,PO,. 


Der Übersichtlichkeit halber ist immer der Vorversuch und der Versuch 
nach der Pankreasextirpation in einer graphischen Darstellung vereinigt. 
Es seien zwei Versuche als Beispiele angeführt (Abb. 2 und 3). 

Eine zusammenfassende Tabelle (Tabelle III) gibt die Gesamtheit der 
angestellten Versuche wieder und gestattet, aus den erhaltenen Mittelwerten 
eine Durchschnittskurve zu konstruieren, die die Blutzuckersenkung nach 
Injektion von NaH,PO, darstellt (Abb. 4). 


B. Injektionsversuche mt Na,H PO,. 


Auch hier sind die Versuche in derselben Art angeführt. 
Die Durchschnittskurve der Blutzuckersenkung nach Dinatrium- 
phosphatinjektion siehe oben Abb. 4. 


Ergebnisse. 
Aus den Blutzuckerkurven ist deutlich zu entnehmen, daß eine 
Dosis von Na H, PO, oder Na, H PO,, die den Blutzucker des Hundes vor 
der Pankreasexstirpation nicht beeinflußt hat, ihn nach der Pankreas- 
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Abb.2. Wirkung intravenós einverleibter 
n Na H,PO,-Lösung auf den Blutzucker eines 
pankreasdiabetischen Hundes. 
Hund 5. 5,5 kg 27.X. 22. Zum Vergleich die 
. Wirkung einer isosmotischen Na Cls Lösung 
und einer n NaH,PO, «Lósung vor der Pans 
kreasexstirpation. Hämoglobinbestimmungen 
vor und nach dem Versuch. 








Phoephatinjekhon vor der 
Park kr Erst 






1142 25 3 3% 

Abb.3. Wirkung intravenös einverleibter 

NaH,PO,-Lösung auf den Blutzucker eines 

pankreasdiabetischen Hundes. 

Hund 7. 17,4 kg 30. X. 22. Zum Vergleich die 

Wirkung einer n Na HP O,°% Lösung vor der 

Pankreasexstirpation. Hämoglobinbestim» 
mungen vor und nach dem Versuch. 
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Abb. A Wirkung intravenös einverleibter n Na Hz PO,» Lösung (0,5 ccm pro kg 
Körpergewicht) und n[3 Naz H P O,sLösung (1,5 ccm pro kg Körpergewicht) auf den 
Blutzucker des pankreaslosen Hundes. Durchschnittskurve nach 5 Versuchen. 
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exstirpation deutlich um 100 oder mehr Milligramm-Prozent, im Durch- 
schnitt um 36 bzw. 39%, des Anfangswertes herabsetzt. Der Blutzucker 
beginnt, wie auf den Kurven und Tabellen ersichtlich ist, bereits 1 Stunde 
nach der Phosphatinjektion zu sinken. Die Blutzuckersenkung erreicht 
den tiefsten Punkt nach 2 Stunden (n/3 Na, H PO,) bzw. 21, Stunden 
(NaH,PO,) und dauert über die 
31, Stunden des Versuches weit 
hinaus. Die zu diesem Effekt 
nötige H¿PO,-Menge bleibt un- 
gefähr gleich, ob man nun das 
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Abb.5. Wirkung intravenós einverleibter Abb.6. Wirkung intravenös einverleibter 
nið Ns,HPO,+Lósung auf den Blutzucker ni3 Na HP Opr Lösung auf den Blutzucker eines 
eines pankreasdiabetischen Hundes. - . pankreasdiabetischen Hundes. ' 
Hund 5. 6,2 kg 25.X.22. Zum Vergleich die Hund 8. 6,4 kg 7.X.22. Zum Vergleich die 
Wirkung einer n/3 Na;,HPO,-Lösung vor der Wirkung einer isosmotischen Na Cl + Lósung 
Pankreasexstirpation. nach und einer nB Na, HP O,+Lósung vor der 

Pankreasexstirpation. 


saure NaH,PO, oder das schwach alkalische Na,H PO, verwendet. 
Die knapp vor dem Versuche und zur Zeit des tiefsten Punktes der 
Blutzuckersenkung vorgenommenen Hämoglobinbestimmungen und 
Erythrozytenzählungen ergeben im Bereich der Fehlergrenze gleiche 
Werte. Die Blutzuckersenkung ist also nicht auf eine Flüssigkeits- 
abgabe des Gewebes in die Blutbahn zurückzuführen. 

Um die Frage zu untersuchen, wieweit die die höhere molekulare 
Konzentration der injizierten Phosphatlösungen die Ursache der Hypo- 
glykámie darstellen konnte, wurde an zwei Tieren (Hund 5 und 8, 
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Abb. 1, 2 und 6) nach der Pankreasexstirpation zwischen zwei Phosphat- 
njektionen die gleiche Menge einer osmotisch gleichgestellten, also 
5.Sproz. NaCl-Lösung intravenös injiziert. Die NaCl-Injektion konnte 
das Blutzuckerniveau nicht wesentlich beeinflussen, während die 
Phosphatinjektion sowohl am vorausgegangenen wie am nachfolgenden 
Tage zur regelmäßig beobachteten Blutzuckersenkung führte. Die den 
Blutzucker herabsetzende Wirkung der Phosphatlösungen kann also 
ucht durch die molekulare Konzentration der Lösung, aber auch 
nicht durch das angewendete Kation erklärt werden, denn dasselbe 
Kation in Verbindung mit einem anderen Anion (NaCl) beeinflußt nicht 
das Blutzuckerniveau. Die blutzuckerherabsetzende Wirkung der inji- 
zerten hypertonischen Phosphatlösungen muß an die Eigenart des 
Phosphorsäureions gebunden sein. 

Die Zuckerausscheidung sinkt an den ersten 3 Tagen deutlich, 
gewöhnlich auf Y, oder 13, manchmal aber auch bis auf */, des Wertes 
vom Vortage pro Stunde und Kilogramm Körpergewicht. Auch die 
Zuckerausscheidung des ganzen Tages, manchmal auch des folgenden 
Tages, scheint herabgesetzt zu sein. Doch lassen sich bei der Beurteilung 
dieser Werte die Wirkung der Phosphatinjektion von der Wirkung des 
protrahierten Hungers nicht mit Sicherheit unterscheiden. Jedenfalls 
sinkt in den ersten 3 Stunden nach der Injektion der Phosphatlösung 
die Zuckerausscheidung bedeutend stärker als die N-Ausscheidung, 
de nur um weniges sinkt, gleichbleibt, ja manchmal sogar ansteigt 
z.B. Hund 8 am 9. Oktober 1922), so daß der errechnete D : N-Koeffi- 
zient ebenfalls in den ersten Stunden deutlich abstürzt. In den ersten 
3 Morgenstunden, die da in Betracht kommen, sinkt zwar regelmäßig 
die Zuckerausscheidung, manchmal auch die N-Ausscheidung, ge- 
wöhnlich also auch der D: N-Quotient auch ohne Phosphatinjektion 
etwas ab. Doch beträgt diese Senkung nur einen kleinen Bruchteil 
von dem Absturz der Kurve nach Phosphatinjektion, wie sich aus 
ge beigefügten graphischen Darstellungen deutlich erkennen läßt 
iàbb. 1). ` 

Es wäre naheliegend, nach der ziemlich unveränderten N-Aus- 
scheidung und nach dem Sinken des D: N-Quotienten zur Zeit der 
Hypoglykämie und der Herabsetzung der Zuckerausscheidung an- 
zunehmen, daß diese beiden Erscheinungen nicht auf die verminderte 
Zuckerproduktion aus Eiweiß zurückgeführt werden können (die 
Glykogendepots dürften bei dem total pankreaslosen Tiere um diese 
Zeit schon erschöpft sein), denn sonst müßte eben auch die N-Aus- 
scheidung sinken. Dieser Schluß erscheint aber bei einer so kurzen 
dreistündigen Versuchsperiode nicht berechtigt. Die Herabsetzung 
der N-Ausscheidung könnte z. B. verspätet eintreten und doch in den 
Tößeren Gesamttageswerten nicht zum Ausdruck kommen. 
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Die NH,-Werte bzw. der Ammoniakfaktor zeigen, abgesehen vo 
der präagonalen Steigerung, wie zu erwarten war, nach Injektion de 
sauren Mononatriumphosphatlösung eine Steigerung, nach Injektior 
der alkalischen Dinatriumphosphatlösung eine Herabsetzung. 


Zusammenfassung. 

Intravenöse Phosphatinjektionen setzen in Dosen, die den Blutzucker 
des normalen Hundes nicht beeinflussen, die Hyperglykämie und Glyko- 
surie des pankreaslosen Hundes herab. Diese Wirkung ist an die Eigenart 
des Phosphorsäureions gebunden. 


kolloeidchemische Beobachtungen an Salvarsan und Neosalvarsan. 


Von 
H. Freundlich, R. Stern und H. Zocher. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für physikalische Chemie und 
Elektrochemie.) 


(Eingegangen am 25. März 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Den äußeren Anlaß zu den Untersuchungen, über die hier kurz 
berichtet werden soll, gab eine Mitteilung von Kolle (1) in der Berliner 
medizinischen Gesellschaft am 25. Januar 1922. Herr. Kolle machte 
darauf aufmerksam, daß das Risiko einer Salvarsanvergiftung erheblich 
geringer sei, wenn man das Salvarsan, statt in destilliertem Wasser, in - 
einer 40proz. Glucoselösung zur Auflösung bringt*). Es ist ja nicht 
unwahrscheinlich, daß die gesteigerte Toxizität, die bei einigen Salvarsan- 
chargen so oft in Erscheinung tritt, mindestens in einem Teil der Fälle 
auf einer, wenn auch geringfügigen Oxydation beruht. Da nun Glucose 
als ein negativer Katalysator bekannt ist, lag die Vermutung nahe, 
die Giftigkeit einzelner Salvarsanpräparate auf teilweise Oxydation 
durch einen Katalysator zu schieben, der unter Umständen durch 
die Glucose unwirksam gemacht werden könnte. In dieser Vermutung 
wurden wir natürlich dadurch bestärkt, daß bei der vollendeten Fabri- 
kationstechnik der Höchster Farbwerke ein Fehler, der durch ana- 
Ivtische Methoden nachweisbar wäre, nicht anzunehmen war. Aus 
den Untersuchungen von Titoff (2) wissen wir aber, daß Kupfer noch 
in den analytisch nicht mehr nachweisbaren Konzentrationen von 
19 Millimol im Liter (das sind 107g Kupfer im Liter) ein äußerst 
wirksamer Katalysator ist, dessen Anwesenheit unter Umständen 
ausreichen könnte, die Oxydation des Salvarsans während der wenigen 
Minuten des Auflösens in verhängnisvoller Weise zu beschleunigen. 
Um diese Vermutung nachzuprüfen, stellten wir folgende Versuche an. 

Man löste gleich große Mengen Salvarsan?) in 50 ccm einer ver- 
dünnten CuSO,-Lösung bzw. zum Vergleich in 50cem H,O, ließ 





') Diese Vermutung Kolles hat übrigens unseres Wissens klinisch keine 
allgemeine Bestätigung gefunden. 

*) Für die liebenswürdige Überlassung größerer Mengen von im Tier- 
much erprobten Chargen von Salvarsan und Neosalvarsan sprechen wir 
den Höchster Farbwerken unseren verbindlichsten Dank aus. 
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5 Minuten lang unter Umschütteln stehen und bestimmte nach dem 
Verfahren von Ehrlich und Bertheim (3)*) den Gehalt an 3-Amino. 
4-Oxyphenyl-l-Arsenoxyd, das sich durch Oxydation gebildet hat, 
Hierbei wird die Aminobase mit CaCO, ausgefällt und in der Lösung 
das Oxydationsprodukt mit Jodlösung titriert. Die gewählten Cu BO, 
Lösungen hatten zunächst einen Gehalt von 1 bzw. 0,02 Millimol im 
Liter (also etwa 6.102 bis 1.10—3g im Liter). Bei der Konzen- 
tration von 1 Millimol im Liter beobachtete man eine deutliche Be. 
schleunigung der Oxydation; man verbrauchte 5,4ccm der Jodlösung 
gegenüber 2,9 in der reinen wässerigen Lösung. Aber bei der 0,02 milli- 
molaren Cu SO,-Lösung wurden auch nur 3,0 ccm verbraucht, demnach 
eine nur unbedeutende Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit 
gegenüber der in der kupferfreien Lösung. Ist also auch eine Be- 
schleunigung durch Kupfer vorhanden, so ist sie doch so viel geringer: 
als bei den von Titoff untersuchten Fällen, daß die oben versuchte 
Erklärung nicht Stich hält. | 

Wenn wir über diese Versuche, trotz ihres negativen Verlaufes. 
hier kurz berichtet haben, so geschah es in der Annahme, daß bei einem 
praktisch so wichtigen Problem, wie dem der Salvarsanvergiftungen. 
es wichtig ist, auch die Wege zu kennzeichnen, auf denen ein Weiter- 
kommen offenbar nicht möglich ist, obwohl von vornherein eher da 
Gegenteil anzunehmen war. Es fiel uns nun beim Auflösen der Salvarsan- 
proben auf, wie stark man dabei den Eindruck hat, daß es sich um die 
Entstehung einer kolloiden Lösung handelt. In der Tat sind neuerdings 
einige Untersuchungen (4) erschienen, die das Verhalten der Salvarsan- 
lösungen in verschiedener Richtung als kolloid kennzeichnen. So 
' betreffen die Arbeiten von H. Bauer namentlich das Verhalten des 
Silbersalvarsannatriums, Neosalvarsans und einige andere Salvarsan- 
abkömmlinge bei der Diffusion in Gallerten und bei der Ultrafiltration. 
Da die im folgenden berührten Eigenschaften nicht besonders beriick- 
sichtigt werden, so lohnt es wohl, kurz auf sie einzugehen. 

Die mikroskopische Untersuchung des Salvarsanpulvers zeigte 
sehr kleine, vielfach schwach doppelbrechende Teilchen, über deren 
Form infolge der Kleinheit nichts Bestimmtes auszusagen ist. Bei der 
Auflösung in Wasser beobachtet man, wie das feine Pulver zunächst 
nur in den äußeren Teilen durchtränkt wird, während die dabei im 
Innern eingeschlossen bleibende Luft zunächst das Innere vor weitere! 
Benetzung schützt. Die vom Wasser durchtränkten Anteile sehen aus 
wie eine klare, gelb gefärbte Gallerte und besitzen eine harzige Kon- 
sistenz. Der Vorgang ähnelt außerordentlich dem, den man etwa 

1) Es ist bemerkenswert, daß Ehrlich und Bertheim dort auf ein kolloides 


Verhalten bei der Auflösung der mit Alkali ausgeschiedenen Arsenobase in 
einem Überschuß von Alkali hinweisen. 
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beim Auflösen von gepulvertem Gummiarabikum oder auch gepulverter 
Gelatine beobachtet. Erst bei längerer Einwirkung des überschüssigen 
Wassers geht der durchtränkte Teil des Salvarsans unter starker 
Schlierenbildung in Lösung, und in dem Maße, wie die gallertige Schicht 
von den Luftblasen verschwindet, vermögen diese sich aus der zähen 
Masse loszulósen und aufzusteigen. Dabei werden die letzten Reste 
trockenen Salvarsans, die in den Luftblasen eingeschlossen waren, in 
Freiheit gesetzt und in Lösung gebracht. 

Bringt man einen Teil der gallertigen Masse unter das Mikroskop, 
bzw. beobachtet man den Auflösungsvorgang von Anfang an unter 
demselben, so sieht man, daß die harzige Masse von dem Wasser bzw. 
der dünnflüssigen Lösung nicht durch scharfe Grenzen getrennt ist; 
man hat es also nicht etwa mit einer zweiten flüssigen Phase zu tun, 
sondern mit einem stetigen Übergange von einer ziemlich stark licht- 
brechenden, gallertigen Masse in die leicht bewegliche, wässerige 
Flüssigkeit. Setzt man die gallertige Masse mechanischen Deformationen 
aus, indem man eine Präpariernadel durchführt, oder ein aufgedrücktes 
Deckglas gegen den Objektträger verschiebt, so sieht man zwischen 
gekreuzten Nikols starke Doppelbrechung, um so stärker, je zäher 
die Gallerte ist. Sie erreicht weit höhere Beträge als beim Kanada- 
balsam unter den gleichen Bedingungen. Verschwindet sie in ver- 
dünnteren Lösungen augenblicklich mit dem Aufhören der Bewegung, 
so hält sie in den konzentrierteren oft mehrere Sekunden an, um bei 
den konzentriertesten dauernd sichtbar zu bleiben. Der Charakter 
der Doppelbrechung ist in bezug auf die Strichrichtung der hindurch- 
geführten Nadel bzw. des verschobenen Deckglases positiv, d. h. der 
mit seinem elektrischen Vektor parallel zu dieser Richtung schwingende 
Strahl wird stärker gebrochen, wie mit dem Gipsplättchen vom 
Rot erster Ordnung leicht nachzuweisen ist. — Dem Auflösungsvorgang 
genau entsprechend, verläuft das Eintrocknen. Die klare, dünnflüssige 
Lösung geht beim Eintrocknen auf dem Objektträger bei Zimmer- 
temperatur zunächst in eine zähe Flüssigkeit über, in der aber 
auch durch mechanische Deformation noch keine Doppelbrechung zu 
erzeugen ist. Bei fortschreitender Entwässerung nimmt die Zähigkeit 
so zu, daß eine harzige Masse entsteht, in der nun auch Doppelbrechung 
bei mechanischer Beanspruchung zu beobachten ist. Da das Aus- 
trocknen am stärksten am Rande erfolgt, so ist dort die Zähigkeit 
am größten. An diesen Eintrocknungsrändern kann man aber leicht 
erkennen, daß die Masse nicht eine rein harzige Beschaffenheit, d. h. nur 
große Zähigkeit, sondern auch gallertige Konsistenz, d. h. auch Form- 
elastizität, besitzt. Nach der Deformation mit Präpariernadel nämlich 
nehmen diese Teile beim Loslassen wieder ihre ursprüngliche Form 
an. Bei fortschreitender Eintrocknung wird die Masse in zunehmendem 
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Maße trúbe. Ist das Wasser vollständig verdunstet, so erhält man 
schließlich durchsichtige Häutchen bzw. bei größerer Dicke glasige 


Schichten. Auch die in diesen Gebilden entstehenden Trockenris® 


zeigen eine in bezug auf die Längsrichtung positive Doppelbrechung. 


Auf die bei längerem Stehen aus den konzentriertesten, bzw. bei 


vorsichtigem Eintrocknen aus den mäßiger konzentrierten Lösungen 


entstehenden ‚‚flüssig-kristallinen‘‘ Abscheidungen wird weiter unten 


noch eingegangen. 
Das Neosalvarsan verhält sich qualitativ durchaus ähnlich, doch 


erfolgt der Auflösungsvorgang sehr viel rascher. Im mikroskopischen 


Bilde des trockenen Neosalvarsanpulvers sind reichlich nadelförmig: 
Elemente vorhanden; doch sind diese ebenso wie die übrigen Teile 
stark getrübt und zeigen keine Doppelbrechung. Vermutlich handelt 
es sich hier um Pseudomorphosen. Die beim Eintrocknen von Neo- 
salvarsanlösung entstehende zähe Gallerte zeigt schwächere akzidentelle 
Doppelbrechung als die aus Salvarsanlósung stammende. Gleichzeitig 
kristallisieren hier reguläre Dentriten aus, die offenbar aus den dem 
Neosalvarsan beigemischten anorganischen Salzen bestehen (wahr- 
scheinlich NaCl). 

Aus dem eben geschilderten Verhalten des Salvarsans beim Auf- 
lösen und Eintrocknen ist man bereits zu der Annahme gezwungen. 
daß es sich hier zum mindesten nicht um rein molekular dispers 


Lösungen, sondern wenigstens zum Teil um kolloide Systeme handelt. | 


Daher haben wir versucht, durch die ultramikroskopische Betrachtung 
eine nähere Kenntnis der Lösungen von Salvarsan und Neosalvarsan 
zu erlangen. Es ergab sich aber, daß es auch auf diesem Wege nicht 
möglich war, unterscheidende Merkmale für klinisch giftige und un: 
giftige Präparate zu gewinnen. Zu diesen Untersuchungen brachten 
wir 2- bis 3proz. Lösungen von Salvarsan und Neosalvarsan in die 
Biltzsche Küvette des Spaltultramikroskops. Das Bild war in allen 
Fällen fast genau das gleiche. Von den unbeleuchteten Teilen des 


Gesichtsfeldes hob sich der durchstrahlte Teil als schwacher, bläulicher ` 


Kegel mit zahlreichen, lebhaft bewegten, hell leuchtenden Teilchen 
deutlich ab. Die Zahl der Teilchen war zweifelsohne zu gering, um die 
ganze Masse der gelösten Substanz darzustellen oder auch nur einen 
erheblichen Bruchteil davon. Immerhin waren die Teilchen auch 
wiederum zu zahlreich, als daß es sich lediglich um Verunreinigungen 
handeln könnte. Auch die schwache diffuse Aufhellung zeigt. dab 
eine kolloide Lösung vorliegt. Daneben kann natürlich — und es ist 
dies auch nicht unwahrscheinlich — eine erhebliche Menge von mol“ 
kular gelöstem Salvarsan.in der ‘Lösung vorhanden sein. Ein anderer 
Teil ist, wie aus der schwachen diffusen Aufhellung zu erkennen ist. 
in amikronischer, d. h. ultramikroskopisch nicht mehr auflósbarer 
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loider Form vorhanden. Die einzelnen größeren Partikeln mögen 
ber disperses Salvarsan sein. 

Da so der Eindruck gewonnen war, daß die Salvarsanlösungen 
n Teil kolloid-, zum Teil molekular- bzw. iondisperse Gebilde sind, 
ep nahe, den Anteil an Kolloidgelóstem durch Zusatz gleichioniger 
kktrolyte, d h. also durch Zurückdrängen der Dissoziation, zu ver- 
Bern. Zu diesem Zwecke wurden zu Lösungen von Salvarsan, dem 
lorid des Dioxydiaminoarsenobenzols einerseits NaCl, andererseits 
D zugesetzt. Es zeigte sich nun, daß, wie erwartet worden war, 
t steigendem Gehalt an Na€l bzw. HO die Zähigkeit und Trübung 
r Lösung sehr erheblich gesteigert wurde. Bei immer weiterem 
satz von NaCl bzw HCl ergeben sich stark milchig getrübte Flüssig- 
iten, in denen unter dem Mikroskop bald klare Tröpfchen einer 
reiten flüssigen Phase zu erkennen sind. Schließlich fließen diese 
sammen und bilden eine zusammenhängende, am Boden liegende 
hssige Schicht. — Versucht man bei Neosalvarsanlósungen (dem 
e-Salz der Salvarsanmethansulfinsäure) durch Zusatz von NaCl die 
issoziation zurückzudrängen, so erfolgt eine merkliche Veränderung 
st bei sehr hohen Konzentrationen. Alsdann fällt ein rasch absetzender, 
eißer Niederschlag zu Boden, der — wie die mikroskopische Be- 
achtung ergibt — aus außerordentlich feinen, zu Flöckchen zusammen- 
eballten Teilchen besteht. 

Die Empfindlichkeit der Salvarsanlösungen gegen Chlorionen 
ann wesentlich gesteigert werden, wenn man sie mit Gelatinesolen 
ermischt. Unsere Versuchsanordnung war folgende: Eine 3proz. ` 
alvarsanlösung wurde zu gleichen Teilen mit einer %4,proz. Lösung 
on reinster Lichtfiltergelatine (Höchst) vermengt; im Kontrollversuch 
rırde statt der Gelatinelósung destilliertes Wasser verwendet. Von 
iesen beiden wurden immer je 2ccm in Reagenzgläsern pipettiert und 
nit je 2ccm Kochsalzlósung fallender Konzentration beschickt. Das 
tesultat dieses Reihenversuches zeigt die folgende Tabelle. Ablesung 
tfolgte sofort nach NaCl-Zusatz. 














Endkonzentration Gemisch 
des Kochsalzes Gelatine Salvarsan Gelatine»Sal» 
in mmol pro Liter | | varsan 
SE in Eege eege Deem RE z a w 
2000 | klar | schwach trüb koaguliert 
1000 S | klar A 
500 D n n E 
250 3 = schwach trüb 
125 5 | a klar 


Da das Salvarsan sauer reagiert, könnte man daran denken, daß 
hier auch eine Annäherung an den isoelektrischen Punkt der Gelatine, 
letztere gegen Elektrolyte empfindlicher mache. Daß dies nicht der 
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Fall ist, geht jedoch aus einer Versuchsreihe hervor, bei der eine sai 
Salvarsan-Gelatinelósung mit einer nach der für Injektionen gegeber 
Vorschrift alkalisierten von gleicher Konzentration verglichen wun 
Lag der Trübungswert im ersteren Falle bei 400 bis 450 Millimol Į 
Liter, so lag er im letzteren bei 200 bis 300 Millimol im. Liter. 

Diese Versuche beweisen erstens, daß eine makroskopisch sichtti 
Vergröberung der Salvarsanlösung erst bei Anwendung einer Aal 
Konzentration auftritt, die über zehnmal so groß ist als die im Blı 
serum, und zweitens, daß durch Gelatine eine ausgesprochene Sen 
bilisierung des Salvarsans für Elektrolytkoagulation bewirkt wi 
Wir glauben, diese letztere Tatsache scharf betonen zu müssen. wi 
in der Literatur (5) gelegentlich empfohlen wird, Gelatine als Sch 
kolloid‘‘ den Salvarsanlösungen vor der Injektion beizufügen. Na 
den eben geschilderten Versuchen scheint das theoretisch durcha: 
nicht unbedenklich zu sein. Es müßte zum mindesten der experimentel 
Nachweis geliefert werden, ob und in welchen Konzentrationen übe 
haupt eine Schutzwirkung der Gelatine auf Salvarsan möglich i3 
Es darf aber nicht außer acht gelassen werden, daß die so oft genen 
als Schutzkolloide bezeichneten hydrophilen Sole, wie Gelatine, z. B. xt 
häufig eine sensibilisierende, also entgegengesetzte Wirkung ausülı 

Wir haben versucht, auch diesen Sensibilisierungseffekt zu ein 
Kennzeichnung der im Tierversuch toxischen Salvarsanchargen 1 
benutzen. Es ergab sich jedoch auch hier kein konstanter Untersche 
zwischen diesen und normalen Präparaten. Dagegen ist das beobachtet 
Sensibilisierungsphänomen an und für sich ein neuer Beweis dafir 
wie sehr selbst noch recht verdünnte Salvarsanlósungen Solcharakte 
zeigen. 

Eine andere Möglichkeit, Lösungen von Salvarsan mit vorwiegeni 
kolloiddispersem Anteil zu erhalten, besteht in der Anwendung scht 
hoher Konzentrationen. Trägt man z. B. lg Salvarsan in möglich 
kleinen Portionen in 2ccm Wasser ein und sorgt durch ständiges Um- 
rühren dafür, daß sich keine größeren zusammenhängenden Komplex 
bilden, so erhält man das Salvarsan auch in Form so zäher gallertige" 
Masse, wie wir sie oben als Durchgangsstadium bei der Auflösung und 
Eintrocknung beschrieben haben. Bei dieser Untersuchungsmethoi 
zeigte es sich nun, daß verschiedene Fabrikationsnummern von Salvarsan 
sehr große Unterschiede aufwiesen. So erhält man mit manchen sbr 
zähe, sirupartige Massen, aus denen sich mit Leichtigkeit Fäden vv 
1, m Länge und mehr ziehen lassen. Andere ließen sich mit so gering? 
Wassermengen überhaupt nur schwer zu einer homogenen Masse mi 
mischen. Sie erstarrten, wenn sie durch möglichst rasches Vermischen 
hergestellt waren, schon nach wenigen Minuten zu steifen Gallen 
die bei der Deformation leicht in kleine Stückchen zerbrochen werden 
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konnten. Sie waren dabei klarer als die ebenso hergestellten Massen 
von Sirupkonsistenz, die wir aus anderen Chargen erhalten hatten. 
Das zuletzt beschriebene Verhalten zeigte sich besonders ausgesprochen 
bei einer im Tierversuch als zu giftig erkannten Charge. Doch zeigte 
sich keine durchgängige Übereinstimmung zwischen der Giftigkeit und 
den kolloiden Eigenschaften ` immerhin ist es auffallend, daß die Unter- 
schiede in der Gallertbildung zwischen den einzelnen Chargen so groß sind. 

Auch der oben beim Eintrocknen bereits erwähnte trübe Zustand 
läßt sich an frisch hergestellten Präparaten gut beobachten. Trat er 
an den zähflüssigen Massen anscheinend auch ohne Eintrocknung nach 
Verlauf von einigen Stunden durch die ganze Masse hindurch auf, 
so war er an den gallertigen nur an den dem Verdunsten ausgesetzten 
Oberflächen zu beobachten. Bringt man etwas von der trüb gewordenen, 
zähen Substanz in die Quarzkammer des . Kardioidultramikroskops, 
so beobachtet man außer einigen gröberen Partikeln ein System blaß- 
bläulicher Streifen, das das ganze Gesichtsfeld ausfüllt. Bei Anwendung 
der von Szegvári (6) beschriebenen Azimutblende erscheinen diese 
Streifensysteme, wenn die Fortpflanzungsrichtung des Lichtes senk- 
recht zu ihnen steht; sie verschwinden, wenn beide Richtungen überein- 
stimmen. 

Wird die Lichtintensität nicht durch Anwendung der Azimut- 
blende stark vermindert, so blassen die Streifensysteme im Verlaufe 
weniger Sekunden vollkommen aus. Da in den Strahlengang bereits 
eine 9cm dicke Wasserschicht eingeschaltet war, schien es unwahr- 
scheinlich, daß es sich um eine Wärmewirkung handeln könnte. Die 
Entfernung dieser Wasserschicht korinte infolge der Geschwindigkeit 
dieses Vorganges zur Klärung dieser Frage nicht versucht werden. 
Hingegen war es nach Lichtfilterversuchen nicht ausgeschlossen, 
daß es sich um eine photochemische Wirkung handelte. Bei Vor- 
schaltung eines Rotfilters, das noch genug Licht hindurchläßt, um die 
zu beobachtenden Gebilde erkennen zu lassen, kann man 5 Minuten 
und mehr belichten, ohne daß eine Veränderung festzustellen wäre. 
Bei Anwendung eines Blaufilters, durch das zu wenig Licht hindurch- 
tritt, als daß man während der Bestrahlung beobachten könnte, war 
bereits nach 10 Sekunden eine merkliche Änderung eingetreten, nach 
einer halben Minute waren die Streifensysteme völlig verschwunden. 

Um zu prüfen, ob diese starke Wirkung des blauen Lichtes viel- 
leicht auf der kräftigeren Absorption durch das gelbgefärbte Salvarsan 
beruhe, wurde ein Präparat mit Malachitgrün angefärbt, und nun konnte 
auch eine sehr deutliche Empfindlichkeit gegen rotes Licht festgestellt 
werden. Es ist schwer zu entscheiden, ob es sich hierbei um eine 
optische Sensibilisierung oder doch um eine Wärmewirkung handelt. 
Direktes Erwärmen bringt die gleiche Wirkung hervor. 
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Nach lángerem Stehen im Dunklen sind die blau reflektierenden 
Teile, die offenbar die Ursache der Trúbung darstellen, wieder entstanden, 
haben aber nunmehr nicht Streifenform, sondern sind als matt leuchtende 
Ringe zu erkennen. Sie sehen aus wie die Grenzlinien feiner Tröpfchen, 
sind jedoch sehr wenig lichtbrechend. Die Lichtempfindlichkeit ist 
die gleiche wie die der vorerwähnten Streifen. Belichtet man zunächst 
nur schwach (10 Sekunden mit Blaufilter), so werden die von den Ringen 
umschlossenen Gebilde als blaßbläuliche Flecke besser als vorher 
sichtbar, während die Ringe selbst bereits verschwinden. Bei längerer 
Belichtung verschwinden auch die bläulichen Flecke. — Verglichen 
mit dem eben beschriebenen Verhalten der zähflüssigen Massen zeigen 
die trübe gewordenen Anteile der Gallerten, die wir aus anderen Chargen 
erhalten hatten, ein ähnliches Verhalten, doch ist die Ausdehnung der 
bläulichen Gebilde geringer, und auch die Lichtempfindlichkeit scheint 
nicht so groß zu sein. 

Die Erklärung dieser merkwürdigen Beobachtung ergab sich durch 
die Untersuchung weniger stark konzentrierter Lösungen (1 g Salvarsan 
in 4com Wasser) im Polarisationsmikroskop bei vorsichtigem Ein- 
trocknen zwischen Objektträger und Deckglas. Bei starker Vergrößerung 





Abb. 1. P = Polarisator, A = Analysatorschwingungsrichtung. 


zeigte sich nämlich, daß die Trübung, die hierbei entsteht, aus sehr 
feinen Trópfchen einer ,,kristallinischen Flüssigkeit‘ besteht. Diese 
zeigen, soweit sie frei schweben und nicht an einer der beiden Glas- 
flächen entstanden sind, zwischen gekreuzten Nikols ein dunkles Kreuz 
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auf hellem Grunde. Die Radien der kugeligen Tröpfchen verhalten 
sich wie optisch negative Kristalle. Bei längerem Stehen werden die 
Trópfchen immer größer, so daß man gut erkennen kann, daß sie 
wesentlich schwächer gefärbt sind als die umgebende isotrope Lösung. 
Durch mechanische Beanspruchung lassen sich die Tröpfchen leicht 
deformieren und ziehen sich dann wieder zu Kugeln zusammen, was 
infolge der Zähigkeit beider flüssiger Phasen nur sehr langsam erfolgt. 
Während in den kleineren Tropfen die Struktur sehr regelmäßig ist, 
treten in den größeren immer stärkere Störungen auf, so daß von dem 
dunklen Kreuz schließlich nichts mehr zu erkennen ist. Die am Glase 
anliegenden Tropfen zeigen meist eine ziemlich einheitliche Auslöschung, 
die oft in größeren Gruppen von Tropfen die gleiche Richtung hat. 
Dies rührt offenbar von voraufgehenden Einwirkungen auf die Glas- 
fläche her (Abreiben). Bei starkem Belichten zerfällt jeder dieser 
Tropfen in eine große Anzahl winziger Trópfchen mit parallelen Aus- 
löschungsrichtungen. Die ungefähre Parallelorientierung in den Tropfen- 
gruppen stellt sich auch nach dem völligen Verschwinden in der gleichen 
Richtung wieder ein. Die beigefügte Mikrophotographie (Abb. 1) zeigt 
ein Präparat bei 500- bis 600facher Vergrößerung zwischen gekreuzten 
Nikols. -Dieses Präparat war durch wiederholtes vorsichtiges Ein- 
trocknen und Wiederanfeuchten in mit Wasserdampf gesättigter Atmo- 
«pháre hergestellt worden. 

Je weiter die Eindunstung fortschreitet, desto mehr verschwindet 
die isotrope Phase, von der schließlich nur noch intensiv gelb gefärbte 
Trópfchen zurückbleiben, während die Umgebung starke, unregel- 
mäßig angeordnete Doppelbrechung zeigt. Schließlich wird die ganze 
Masse immer härter, bis das feste Salvarsan zurückbleibt. In der 
„flüssig-kristallinischen‘‘ Phase haben wir also eine konzentrierte 
Salvarsanlósung vor uns, ein Fall, wie er bereits durch Sandgvist bei 
der 10-Bromphenanthren-3- oder 6-Sulfosäure (7) bekannt geworden 
ist, aus deren wässerigen Lösungen sich auf Zusatz von Säuren ebenfalls 
Tropfen einer konzentrierteren doppelbrechenden Lösung abscheiden. 
Daß es sich nicht um Oxydationsprodukte des Salvarsans handeln 
kann, geht daraus hervor, daB der Vorgang genau der gleiche ist, wenn 
man in einer Wasserstoffatmospháre über Chlorcalcium eintrocknen 
läßt. Stehenlassen des Präparates in mit Wasserdampf gesättigter 
Luft bewirkt das Wiederentstehen der isotropen Phase in Form von 
Trópfchen in der anisotropen. Die mechanische Deformation der 
anisotropen Phase bedingt eine Parallelstellung ihrer einen Auslöschungs- 
richtung mit der Zugrichtung, und zwar schwingt der stärker gebrochene 
Strahl mit seinem elektrischen Vektor parallel zu dieser. Diese Tat- 
sache steht in Übereinstimmung mit der Auffassung, daß die zähen 
Massen Emulsionskolloide mit der ‚kristallinischen Flüssigkeit“ als 
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disperser Phase darstellen. Es sina zwar auch zahlreiche Fälle von 
doppelbrechenden Flüssigkeiten bekannt, die nicht zu den ,,kristal- 
linischen Flüssigkeiten“ Lehmanns, sondern zu den kolloiden Lösungen 
zählen (8) und die ihre Anisotropie der der dispersen festen, meist. 
wohl kristallisierten Phase verdanken. Man könnte also auch daran 
denken, daß die zweite flüssige Phase ein Sol mit anisotroper, fester, 
disperser Phase darstellt. Doch ist eine solche spontane Orientierung. 
wie sie dann in den kleinen Tropfen mit dem dunklen Kreuz zwischen 
gekreuzten Nikols anzunehmen ist, nicht recht verständlich. Aus 
dem Deformationsversuch müßte man schließen, daß jene Kolloid- 
stäbchen in diesen Tröpfchen tangential angeordnet seien. 

Auch die Ausfällungen, die mit Alkalilaugen aus Salvarsanlösungen 
entstehen, sind unter Umständen in Form großer Tropfen mit ziemlich 
schwacher Doppelbrechung des gleichen Vorzeichens wie die oben 
beschriebenen zu erhalten. 

Die Ähnlichkeit der Formel des Salvarsans mit denen der ins- 
besondere von Vorländer untersuchten Substanzen, nämlich ihre lang 
gestreckte Form, würde eine systematische Untersuchung der Arseno- 
verbindungen und ähnlicher Stoffe auf das Vorkommen anisotroper 
Flüssigkeiten als sehr aussichtsreich erscheinen lassen. 

Nach allen unseren Beobachtungen möchten wir die Lösungen 
des Salvarsans und Neosalvarsans zu den Halbkolloiden zählen, ins- 
besondere zu den Kolloidelektrolyten, von denen namentlich die 
Lösungen der Seifen, der Cetylsulfonsäure und der harnsauren Salze 
genauer bekannt sind; zum Unterschied von diesen ist beim Salvarsan 
ein kolloides Kation vorhanden, kein kolloides Anion, wie beim Neo- 
salvarsan und bei den anderen eben genannten Stoffen. Mc Bain (9) 
hat bei den Seifenlösungen durch Untersuchung der Leitfähigkeit und 
des Dampfdruckes mit einem Taupunktsverfahren festgestellt, wie groß 
der Bruchteil an kolloid- und echtgelöstem Stoff ist; auf dem gleichen 
Wege würde man wahrscheinlich bei den Salvarsan- und Neosalvarsan- 
lösungen Erfolg haben. Ist es nun auch fraglich, ob das toxische Ver- 
halten einzelner Chargen dadurch erklärt wird, so wäre eine solche 
Untersuchung bei der Wichtigkeit dieser Stoffe sicher nicht ohne Wert. 

Zusammenfassend können wir sagen, daß Salvarsan und Neo- 
salvarsan in ihren Lösungen 1. als Semikolloide auftreten, d. h. es sind 
in ihnen sowohl molekular- wie kolloiddisperse Anteile vorhanden: 
sie sind 2. wie die Seifen Kolloidelektrolyte, d. h. ihre Lösungen ent- 
halten gewöhnliche Ionen wie Kolloidionen. 3. Aus konzentrierten 
Salvarsanlösungen scheiden sich doppelbrechende Tröpfchen ab; man 
hat es wohl wie bei der 10-Bromphenanthren-3- oder 6-Sulfosäure mit 
einer anisotropen Flüssigkeit zu tun, die aus einer konzentrierten 
Lösung besteht. 
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Einige neue Untersuchungen 
über die Wassermannsche Reaktion im Liquor cerebrospinal 


Von 


Marg. Stern und R. Stern. 


(Aus der Universitätshautklinik zu Breslau und dem Kaiser Wilhelnı-Instit 
für physikalische Chemie und Elektrochemie.) 


(Eingegangen am 27. März 1923.) 


In Anschluß an Untersuchungen (1) über die Bedeutung d 
Lymphozyten für die Wassermannreaktion in Lumbalflüssigkeit 
lag es nahe, festzustellen, ob sich die Cerebrospinalflüssigkeiten. d 
durch Filtrieren ihres Zellgehaltes beraubt worden sind, sich eben: 
in bezug auf ihre Reaktionsfähigkeit verhielten wie bei der Zentrifugie 
technik von v. Wassermann und Lange (2). 

Orientierende Versuche ergaben, daß durch gehärtete Filte 
(Schleicher und Schüll Nr. 575), wie mikroskopisch festgestellt wunk 
die Lymphozyten hindurchgehen bei unveränderter Reaktionsfähigkei 
der betreffenden Lumbalflüssigkeiten, während durch Berkefeldfilte 
zwar die Lymphozyten zurückgehalten werden, aber die luetische 
Reagine unter Umständen passieren können. Es erschien uns demnat 
erwünscht, festzustellen, bei welcher Feinheit des Filters die luetische 
Reagine immer zurückgehalten werden. 

Für unsere Filtrationsversuche, für die wir teilweise die von Wassernar! 
und Lange angegebene Versuchstechnik beibehielten, verwerteten wir nui 
die zellfreie Portion der Lumbalfliissigkeiten. Die sehr zellreichen Lumba! 
flüssigkeiten wurden möglichst bald nach der Entnahme eine Viertelstunde be 
2000 bis 3000 Umdrehungen zentrifugiert und die oben stehende klar 
Flüssigkeit bis auf einen Rest, der die ausgeschleuderten Zellen enthie!i 
und mit dem Fibrin einen verfilzten Bodensatz bildete, . vorsichtig ab- 
pipettiert oder abgegossen. Dann wurde dieselbe halbiert: der eine Teil ıa 
wurde durch das betreffende Filter geschickt und dann über Nacht gemeinsanı 
mit dem unfiltrierten Teil (b) im Eisschrank aufbewahrt. Bei dem an 
nächsten Tage angestellten Parallelversuch mit a) und b) nach assermar!» 
wurde mit abgestuften Lumbalflüssigkeitsmengen (Auswertungsmethede 
nach Hauptmann) gearbeitet. Zwecks Durchführung größerer Ver 
suchsreihen mußten wir uns bei der immerhin beschränkten Menge der zu 
erhaltenden Lumbalflüssigkeiten für eine der Mikromethoden entscheiden. 
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Wir wählten die Sormanische Versuchstechnik (3). Für die im Mikroversuch 
verwendeten Ambozeptormengen wac der Vorversuch des gleichzeitig 
unter den gleichen Bedingungen angesetzten täglichen Wassermannversuch 
in den üblichen !/,-Dosen maßgebend. . In allen Fällen, in denen die Lumbal- 
flüssigkeit ausreichte, wurden die Filtrationen auch in den gewohnten 
Mengen (0,25 ccm) angesetzt. Als Extrakte wurde ein Menschenherz- und 
ein Meerschweinchenherzextrakt verwendet, durchweg in konstanten 
Mengen. Als Filter benutzten wir zuerst ein Doultonfilter, das leider nur 
noch in einem Exemplar erhältlich war, und dann eine Reihe von Silber- 
schmidtkerzen. Zwecks Feststellung der Brauchbarkeit der Filter wurde 
nach jeder Filtration der betreffenden Lumbalflüssigkeit eine Koliauf- 
schwemmung durch das Filter geschickt und von dem Filtrat eine Kultur 
angelegt. 

Von unseren Versuchsprotokollen, die nur in bezug auf die Stärke 
des Ausfalls der Reaktion bei den uns verfügbaren Lumbalflüssigkeiten 
differieren, sei das untenstehende wiedergegeben. 


Bezeichnung der Hämolysegrade: + = positiv (keine Hämolyse); 
g K = große Kuppe; K = Kuppe; ic = inkomplett; c = komplett 
= negativ (völlige Hámolyse). 


I. -Versuehsprotokoll vom 15. Oktober 1921 von der zellfreien Portion der 
aktiven Lumbalfliissigkeit D. 


` a Filtriert (Doulton F.) o 
Verwendete Mengen der verwendeten b) Unfiltriert 
Lumbalflüssigkeit 


10=c | 








r 1,0 = 
10=c 1,0 = 
20=c | 20=c 
0,6 — e 0,6 — t 
0,6 =« 0,6 = 
1,2 = cœ | 1,2 = c 
(A e | 0,4 = Sp 
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Aus diesem Protokoll geht hervor, daß die Lumbalflüssigkeit 
durch die Filtration ihre positive Reaktion eingebüßt hat. Wir haben 
im ganzen 24 Filtrationen mit 13 verschiedenen Lumbalflüssigkeiten 
untersucht. Wie die untenstehende Zusammenstellung zeigt, wurde 
zweimal mit Doulton- und 22mal mit Silberschmidtfiltern gearbeitet. 
Zehn Lumbalflüssigkeiten wurden aktiv und inaktiv, vier Lumbal- 
flüssigkeiten nur aktiv geprüft. (Die Inaktivierung wurde nach dem 
Zentrifugieren, vor der Filtration vorgenommen.) Bei zehn Versuchen 
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ist zum Vergleich der filtrierten und unfiltrierten Portionen neben der 
Wassermannschen Reaktion auch die Sachs-Georgi-Reaktion heran- 
gezogen worden (bei fünf aktiven und fünf inaktiven Lumbalflússig- 
keiten). 


Zusammenstellung der Versuche mit filtrierten und unfiltrierten Lumbal- 
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Aus der rer ersehen wir, daß von 13 untersuchten 
positiven Lumbalflüssigkeiten durch die Filtration 12 Lumbalflüssig- 
keiten aktiv und inaktiv negativ geworden sind, während die 13. Lumbal- 
flüssigkeit sich zwar aktiv auch nach der Filtration negativ verhielt, 
jedoch inaktiv sowohl bei Prüfung mit der Wassermannreaktion wie 
mit der Sachs-Georgireaktion nur etwa um die Hälfte ihrer Reaktions- 
fähigkeit — gegenüber der unfiltrierten Portion — abgeschwächt war. 
Wir waren in der glücklichen Lage, diesen Ausnahmefall, eine progressive 
Paralyse, 2 Monate später ein zweites Mal, untersuchen zu können!). 
Der Titer der Lumbalflüssigkeit war noch derselbe wie bei der ersten 
Untersuchung: vollständige Hemmung der Hämolyse bei 0,2, d. h. 
1/, Verdünnung der Lumbalflüssigkeit. Bei dieser zweiten Unter- 
suchung fiel die Wassermannreaktion sowohl bei der inaktiven wie 
bei der aktiven Portion im Filtrat völlig negativ aus (die Sachs-Georgi- 
reaktion ist leider versehentlich nicht angesetzt worden), so daß sich 
jetzt auch dieser Fall in den Rahmen unserer sonstigen Versuchsresullade 
einfúgte. (Ob das Fehlresultat bei der ersten Untersuchung im Zu- 
sammenhange mit einem technischen Fehler beim Filtrieren stand, 
vermögen wir nicht zu sagen: nachweisbar war er jedenfalls nicht.) 

Nach unseren, theoretisch nicht ohne weiteres verständlichen 
Befunden an Lumbalflüssigkeiten erschien es uns interessant, zu unter- 
suchen, wie sich luetische Sera bei der Filtration durch Doulton- und 
Silberschmidtkerzen verhielten. Wir verwendeten für die Sera dieselbe 
Untersuchungstechnik wie für die Lumbalflüssigkeiten. Bei der Fil- 


1) Es sei uns gestattet, an dieser Stelle nochmals der Breslauer 
Universitätsklinik für Nervenkrankheiten (Geh. Rat Wollenberg), Herm 
Professor Otfried Foerster und Herrn Oberarzt Dr. Chotzen für die liebens- 
würdige Unterstützung unserer Arbeit durch Überlassung von geeigneten 
Lumbalflüssigkeiten unseren besten Dank zu sagen. 
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ration der Sera beobachteten wir, daß dieselbe eine viel längere Zeit 
ı Anspruch nahm als die der Lumbalflüssigkeiten. 

Die Resultate der Filtrationen von luetischen Seren waren über- 
aschend, da die Luesreagine, fast quantitativ, die Filter passierten. 


I. Versuchsprotokoll. Filtration (aktiv und inaktiv) des luetischen Serums 
Nr. 7796. Verwendung des Serums 1:5. 
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Wir haben 19 Filtrationen von luetischen Seren gemacht, die Resultate, 
die unten zusammengestellt sind, waren stets die gleichen. 





Sachs-Georgireakt. 


SEENEN, der Filtrationsversuche mit aktiven und inaktiven luetischen 
Seren: 
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Das vorsichende Protokoll zeigt, daß alle untersuchten Seren 
nach der Filtration sowohl nach der Untersuchung mit der Wassermann- 
reaktion wie der Sachs-Georgireaktion positiv geblieben sind. Bei der 
Sachs-Georgireaktion ist ein Serum (ein Gemisch von zwei zusammen- 
gegossenen positiven Seren) aktiv negativ geworden, während es in- 
aktiv positiv geblieben ist. Diese Ausnahme ist aber nicht sehr zu 
bewerten, da es ja den Vorschriften der Sachs-Georgireaktion nicht 
entspricht, Sera aktiv zu untersuchen. 

Anschließend an die Filtrationen mit Lumbalflüssigkeiten und 
Seren haben wir auch noch die übrigen, bei der Wassermannreaktion 
benötigten Reagenzien -mit Filtration durch Doulton- und Silber- 
schmidtkerzen geprüft. Wir haben dabei festgestellt, daß sowohl das 
Meerschweinchenserum (Komplement) wie das Kaninchenserum (hämo- 
lytischer Hammelblutambozeptor) quantitativ von den Filtern hindurch- 
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gelassen wird, während die in der Breslauer serodiagnostischen 
teilung für die Wassermannreaktion verwendeten Menschenh 
extrakte ihre Reaktionsfähigkeit vollständig durch die Filtra 
einbüßen. 

Betrachtet man die oben mitgeteilten Versuchsergebnisse 1 
theoretischen Standpunkt: aus, so bedarf es zunächst einer Erklän 
warum die positiven Blutsera bei der Filtration durch Silberschm 
kerzen nicht ebenso negativ werden wie die Lumbalflüssigkeit. D 
Erklärung ist zweifellos in dem ungleich höheren Gehalte des Sen 
an Albumin zu suchen, das hier wie auch sonst oft als Schutzkol 
zu wirken scheint. Für diese Annahme spricht auch noch besond 
der Umstand, daß man die isolierten und peptisierten Euglobuline 
luetischen Seren, die, wie der eine von uns kürzlich bewiesen hat: 
sich bei den serologischen Reaktionen streng spezifisch verhalt 
durch ein solches Ultrafilter ihrer Reagine meistens berauben ka 

Um die Wirkungsart der Silberschmidtkerze bei den obigen Y 
suchen näher kennenzulernen, war es zunächst wünschenswert. 
wissen, ob der Effekt der Ultrafiltration wesentlich auf einer Wirku 
der Porengröße, d. h. einer Filtration im engeren Sinne des Wortes œ 
auf Adsorptionsvorgängen beruht. Wir versuchten deshalb zunäch 
den Prozeß der Ultrafiltration durch Schütteln mit einem Adsorbe 
zu ersetzen, wobei wir zunächst das gleiche chemische Material o 
wendeten. 

Wir verrieben also ein Stück einer bei der Filtration als brauch 
erprobten Kerze in einem Achatmörser zu einem sehr feinen Pulver, von de 
wir abgestufte Mengen zu je Boom eines Gemisches luetischer Liquon 
hinzufügten. Die Röhrchen blieben so 1 Stunde stehen, während den 
sie dreimal kräftig durchgeschüttelt wurden. Nach Ablauf dieser Stun 
wurden sie durch gehärtete Filter von Schleicher und Schüll filtriert, e 
meistens dreimal wiederholt werden mußte, um alles Kerzenmaterial wiu 
herauszubekommen. Daß durch diese Filter keine Reagine zurückgehal# 
werden (was ja den Versuch unbrauchbar machen würde), haben wir berei 
eingangs erwähnt. Der Inhalt dieser Röhrchen wurde dann der Wasserman 
reaktion unterworfen, wobei als Kontrolle einerseits das unverändert X 
lassene Liquorgemisch, andererseits das Ultrafiltrat desselben diente. d 


in der oben beschriebenen Weise durch eine unversehrte Kerze erhalt“ 
war. Von den Versuchsprotokollen geben wir folgendes wieder: 


III. Versuchsprotokoll vom 15. Februar 1922. 


Wassermannresktion 
Liquorkontrolle unverändert... ..... 
Ultrafiltrat derselben .......... c 
5cem Liquor + 100 mg Kerzenpulver .. K 
5 , „ Eis 50 ,9 DE) .. gK 
5 ,> 29 Ss 25 II „ e c 


5 , an + 12,5 mg „ y a IC 


Untersuchungen über die WaR im Liquor. 323 


Aus diesem Protokoll geht hervor, daß es unter Umständen gelingt, 
dich durch Adsorption denselben Effekt wie mit der Ultrafiltration 
erreichen. Wir möchten aber ausdrücklich bemerken, daß das 
'haus nicht immer der Fall ist. In manchen Fällen gelingt es auch 
Anwendung breiter Variationen der als Adsorbens verwendeten 
rermenge nicht, die positive Reaktion des Liquors in eine einwandfrei 
ative zu verwandeln; allerdings war bei den so behandelten Portionen 
eine Abschwächung der positiven Reaktion gegenüber der Liquor- 
trolle vorhanden. Immerhin möchten wir es unter diesen Umständen 
unwahrscheinlich halten, daß die Wirkung der Silberschmidtkerze 
glich in einer selektiven Adsorption beruht, wenngleich eine solche 
rich auch dabei mitspielt. Andererseits beruht die Wirkung des 
rafilters sicher nicht allein auf dem Zurückhalten der gröbsten, 
Porendimensionen übersteigenden Partikelchen. Denn es gelang 
‚auch durch schärfstes Zentrifugieren nicht, die Wassermannreaktion 
itiver Liquoren im Zentrifugat auch nur abzuschwächen. Wir 
lenten uns bei diesen Versuchen auch der Zentrifuge des Kaiser 
Ihelm-Instituts für Chemie!), die eine Tourenzahl von etwa 5000 
eicht. Zur Verwendung kamen nicht ausgesucht zellreiche Liquoren ; 
nn aber die Reagine an den gröbsten dispersen Teilchen hafteten 
d nur deshalb von der Silberschmidtkerze zurückgehalten würden, 
wäre nicht einzusehen, warum sie nicht auch durch schärfstes Zentri- 
neren — unabhängig vom Lymphozytengehalt des Liquors — aus- 
schleudert werden könnten. Wir erhielten ja auch bei 11, stündigem 
ntrifugieren (etwa 5000 Touren) aus den unverdünnten Lumbal- 
issigkeiten fast stets ein mehr oder weniger erhebliches Sediment. 
ber das Zentrifugat reagierte nach Wassermann niemals auch nur 
ı mindesten schwächer als die nicht zentrifugierte Kontrolle. 

Wir haben ganz analoge Versuche wie die mit Kerzenpulver mit 
ıderen definierten Adsorbentien gemacht, und zwar wählten wir 
š ein typisch positives Adsorbens reinste Fasertonerde von Merck, 
ls ein negatives Kahlbaumsches Kaolin. Über die Ergebnisse möchten 
ir nur kurz berichten, daß die Fasertonerde sich ungefähr ebenso 
erhielt wie das aus Silberschmidtkerzen gewonnene Pulver, während 
ir durch Kaolin keine Abschwächung der positiven Reaktion im 
lquor erzielen konnten. 

Es lag nun nahe, die Ultrafiltrationsmethode zu benutzen, um 
le Frage zu klären, ob und in welcher Eiweißfraktion des Liquors 
lie Reagine zu suchen sind, die durch die Silberschmidtkerzen zurück- 
jehalten werden. Da es nun unmöglich ist, aus den Poren der Kerze 


T 


1) Für die Erlaubnis, sie zu benutzen, sprechen wir Herrn Professor 
Direk auch an dieser Stelle ergebensten Dank aus. 
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die zurückgehaltenen Kolloidteilchen zu gewinnen, konnte die Unti 
suchung sich nur darauf erstrecken, was in dem negativen Ultrafilt 
gegenüber dem nicht filirierten positiven Liquor fehlte. Zu dies 
Zwecke bedienten wir uns zunächst der fraktionierten Fällung n 
Ammoniumsulfat, wie sie Heinrich Fischer (5) erst kürzlich auch f 
Lumbalflüssigkeiten beschrieben hat. Wir möchten dabei bemerke 
daß wir bei allen Untersuchungen quantitativ viel geringere Niede 
schläge als die von Fischer beschriebenen erhielten. Die Erkläruı 
hierfür gab uns eine briefliche Mitteilung des Autors, nach der er ni 
Liquoren von exorbitant hohem Eiweißgehalt zu seinen Untersuchung: 
herangezogen hat. — Wir gingen nun so vor, daß wir genau gleicl 
Mengen eines luetischen Liquors und seines negativ gewordenen Ultr; 
filtrats der sukzedanen Fállung mit Ammonsulfat unterwarfen. } 
ergab sich nun beim Hinzufügen von 33 Vol.-Proz. gesättigter Lösun 
im Ultrafiltrat nur eine geringe Trübung, in der nichifilirierten Port 
desselben Liquorgemisches eine erhebliche Flockung. Die Fraktion 
die bei dieser Ammonsulfatkonzentration ausgesalzen wird, bezeichn: 
die Literatur im allgemeinen als Euglobuline. Ob dies richtig ist, auc 
im Sinne strenger Definition, ist fraglich und müßte eingehend: 
nachgeprüft werden. Durch Elektrolyse (über die Methode derselben 
sowie näheres über die Definition der Euglobuline siehe Literatur 4 
konnten wir jedenfalls aus dem Ultrafiltrat noch ungefähr ebensovit 
Euglobuline ausfällen wie aus dem ursprünglichen Liquor. Dies 
Methode ist aber für Liquoruntersuchungen wegen der Schwierigkeit 
größere Mengen von Liquor zu bekommen, nicht sehr geeignet, un 
daher konnten diese Versuche zu keinem eindeutigen Ende geführ 
werden. Immerhin ist es nach obigen Versuchen sehr wohl möglich, 
daß auch im Liquor die Euglobuline die Träger der Wassermann schei 
Reaktion sind, und daß ein Teil dieser Fraktion, und zwar der qualitativ 
bedeutsame, durch das Ultrafilter zurückgehalten wird. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde gezeigt, daß es mit Hilfe von Silberschmidtkerzcn 
(Lautenschläger, Berlin) gelingt, nach v. Wassermann positive Lumhal- 
flüssigkeiten quantitativ ihrer Reagine zu berauben. Bei Blutseren 
ist dies unmöglich, was zweifellos an dem hohen Albumingehalt der- 
selben liegt. 

2. Der Prozeß der Ultrafiltration kann auch durch schärfste 
Zentrifugieren nicht ersetzt werden. Hingegen gelingt es, einen ähn- 
lichen, wenn auch schwächeren Effekt dadurch zu erreichen, daß man 
die Lumbalflüssigkeiten mit dem gepulverten Material aus oben er- 
wähnter Kerze schüttelt. Die Wirkung des Ultrafilters beruht also ın 
diesem Falle mindestens zum Teil auf Adsorptionsvorgängen. 
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3. Die sukzedane Fállung mit Ammonsulfat, die vergleichsweise 
im Ultrafiltrat und ursprünglichen Liquor vorgenommen wurde, läßt 
es als wahrscheinlich erscheinen, daß die vom Ultrafilter zurückgehal- 
tenen Teilchen Euglobuline sind. 


Literatur. 
Bezüglich der älteren Literatur s. Kolle-Wassermann, Handb. d. path. 
Mikroorganismen. 
1) Marg. Stern, Klin. Wochenschr. 1, 31. — 2) A. o Wassermann und 
C. Lange, Berl. klin. Wochenschr. 1914, S. 527. — 3) Sormani, Zeitschr. f. 
Immunitätsforsch. 11, 2. — 4) R. Stern, erscheint demnächst in dieser 
Zeitschr. — 5) Heinrich Fischer, Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 14, 1/2. 


Herrn Prof. Dr. Herbert Freundlich, in dessen Abteilung ein Teil 
der Versuche angestellt wurde, sind wir für wertvolle Ratschläge bei 
Ausführung derselben zu aufrichtigem Danke verpflichtet. 


Studium der Eiweißkörperkoagulation in Tropfen. 


II. Mitteilung. 
Über den Einfluß der gelösten Substanzen. 


Von 
J. Bečka und F. Sinkora. 


(Aus dem chemischen Institut der tierárztlichen Hochschule in Brünn, 
Tschechoslowakei.) 


(Eingegangen am 28. März 1923.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Allgemeiner Teil. 

Aus den Versuchen, welche in unserem Institut die Herren Cikänek, 
Havlik und Kubánek durchgeführt haben, geht hervor, daß die Koagu- 
lationsdiagramme ein Resultat der Proteinmischung (der Albumine, 
der Globuline usw.), der Kristalloidmischung, der Serumreaktion 
(der H’-Ionenkonzentration) und der Fällungsmittelkonzentration ist. 


In der vorliegenden Arbeit verfolgen wir den Einfluß der gelösten 
Kristalloide und der verschiedenen H'-Ionenkonzentrationen bei dem- 
selben Eiweißgemisch (Pferdeserum). Die Versuche erstreckten sich 
auf m/2 Lösungen von NH,Cl, NaCl, KO, MgCl,, CaCl,, SrCl, und 
von den Nichtelektrolyten auf den Harnstoff und die Glucose. Ver- 
schiedene Konzentrationen von H wurden mittels der Acetat-Essig- 
säurcpuffergemische bereitet (2,8 bis 6,5 pa). Von den Fällungsmitteln 
haben wir gewählt: m/10 HgCl, als einen Repräsentanten der Schwer- 
metalle, m/2 HCl als einen Repräsentanten der Säuren (H'-Koagu- 
lation) und m/2 Phenol als ein schwach dissoziiertes Reagens. Die 
Fällungen wurden auf 144 Feldern laut der schon früher beschriebenen 
Methode ausgeführt: die Bedingungen bei den Versuchen sind konstant 
eingehalten worden. 


In der ersten Versuchsreihe wurde das Serum und das Fällungsmittel 
mit gleichem Volum der geprüften Kristalloidlösung gemischt (immer die 
erste, Verdünnung): die weiteren Verdünnungen wurden mit destilliertem 
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Wasser gemacht. (Dadurch wurde die Konzentration des geprüften 
Kristalloides geometrisch erniedrigt.) 

In horizontalen Reihen (X-Richtung) wurden die Eiweißlösungen 
getröpfelt, und zwar: I. Reihe nur das Serum, II. Reihe das Serum mit 
gleichem Teil dee m/2 Kristalloids, III. Reihe die vorige Lösung mit 
gleichem Teile Wasser usw. Die vertikalen Reihen (Y-Richtung) wurden 
folgendermaßen getröpfelt: In 1. Reihe das unverdünnte Fällungsmittel, 
in 2. Reihe dasselbe mit der Kristalloidlösung verdünnt, in 3. Reihe die 
vorige Lösung mit gleichem Volum destillierten Wassers verdünnt usw. 
So variiert in den ersten Reihen (I, 1) nach der vollgeführten Fällung die 
Konzentration des geprüften Kristalloides von 0 auf m/8 und wieder auf 0; 
in den zweiten Reihen (II, 2) variiert die Konzentration des Fällungsmittels 
von m/8 bis m/4 und wieder auf m/8; in den dritten (III, 3) von m/16 bis 
m,8 und wieder auf m/16, usw. 

Weil in den horizontalen Reihen (römische Zahlen) die Eiweiß- 
konzentration konstant bleibt und die Konzentration des geprüften 
Kristalloids sich nur in kleinen Grenzen bewegt, während die Fällungs- 
mittelkonzentration rasch (geometrisch) abnimmt, kommt in den 
horizontalen Reihen der Einfluß des Verdünnungsmittels (des Kri- 
stalloids) auf das Fällungsmittel im Vergleich mit der Kontrolle 
prägnant zum Vorschein. 

In den vertikalen Reihen (arabische Zahlen) gilt dasselbe von 
der Eiweißlösung: die Fällungsmittelkonzentration bleibt fast konstant, 
und die Konzentration des Kristalloids schwankt in kleinen Grenzen, 
während die Eiweißkonzentration sich rasch vermindert. Also: in 
den vertikalen Reihen zeichnet sich der Einfluß des Verdünnungs- 
mittels (des Kristalloids) auf das Eiweiß auf. 


In der zweiten Serie der Versuche haben wir die Eiweiß- und die 
Fällungsmittellösungen nur mit m/2 Kristalloidlösungen verdünnt; also 
es war in den I. 1. Reihen die Kristalloidkonzentration m/4 und in den 


übrigen m/2. 

In den einzelnen horizontalen Reihen ist das Verhältnis zwischen 
dem Kristalloid und Eiweiß, in den vertikalen zwischen dem Kristalloid 
und Fällungsmittel vollkommen konstant; daher wächst in den verti- 
kalen Reihen das Verhältnis zwischen dem Kristalloid und Eiweiß. 
in horizontalen das Verhältnis zwischen dem Kristalloid und dem 
Fällungsmittel, und darum muß auch die Wirkung des Kristalloids 
dementsprechend verstärkt erscheinen. 

In der ersten Serie der Versuche manifestiert sich die Wirkung 
der kleinen und abnehmenden Konzentrationen des Kristalloids auf 
die Eiweißkoagulation und in der zweiten der Einfluß der großen und 
steigenden Kristalloidkonzentrationen. Der Vergleich der beiden Ver- 
suchsserien erlaubt uns noch gewissermaßen zu beurteilen, ob das 
gleiche Zahlenverhältnis der Komponenten in verschiedenen Konzen- 


trationen auch den gleichen Koagulationseffekt ergibt. 
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Experimenteller Teil. 
A.a) Der Einfluß von Chloriden K, Na, NH, in maximaler Konzentration m/f. 


Die allgemeine Wirkung manifestiert sich im Vergleich mit der Kontrolle 
in Verbreitung des Fällungsgebietes; der Effekt erhöht sich mit steigendem 
Molekulargewichte der Salze. Der Typus der Diagramme im allgemeinen 

Pferdeserum (7,05%, Eiweiß), H20. weicht von der Kontrolle (Abb. 1) 

Mg Saz in dem Sinne ab, daß die Diagramme 
in horizontaler Richtung sich er- 
weitern und in der vertikalen sich 
ein wenig abkürzen. Bei gründ- 
licher Untersuchung bemerkt man, 
daß die I. Reihen kürzer als die 
in der Kontrolle sind (mit NH, ist 
diese Erscheinung am deutlichsten), 
die II. Reihen gleichen schon der 





I 
zr 
a 
y 
y 
H 
m 
VI 
Xx 
7 


BTS z 14567890 | 23456789 


Fällungsmittel: Fällungsmittel: 3 b d 
m/10 HgCl, HO. mj2 HCI, H30. Kontrolle, die III. Reihen sind 
Abb. 1. Verdünnungsmittel: H,O dest. schon länger, und das Maximum 


erreichen die IV. bis VILI. Reihen, 
also bei der Verdünnung von m/16 bis m/256 der geprüften Kationen. Die 
1. Reihen sind gegen die Kontrolle die kürzesten; in den weiteren (arabischen) 
Reihen bleibt die Fällungsgrenze fast konstant, obschon diejenige in der 
Kontrolle stark abnimmt. | 

Die durchgeführten Versuche zeigen, daß die Fällungskraft des Hg” in 
größeren Verdünnungen durch kleine Konzentrationen der Kationen sehr 
verstärkt wird, hauptsächlich in den mittleren Eiweißkonzentrationen. 

Die Fállung mit HCl zeigt das Gegenteil: Die Fläche ist in beiden 
Richtungen gegen die Kontrolle stark vermindert, der Säuretypus stark 
ausgeprägt; der Fällbarkeit nach ist die Reihenfolge der Kationen dieselbe 
wie bei der Hg”-Fállung. 


b) Der Einfluß von Chloriden K, Na, NH, in der m/2 Konzentration. 


Bei der Hg”-Fällung erscheint die gefällte Fläche gegen die Kontrolle 
stark vermindert. Aber auch der Typus des Feldes hat sich geändert: es 
ist ein ,, Sáuretypus” geworden. Die größte Fläche bildet sich beim Na (Ion), 
die kleinste beim NH,. Den schwächsten Einfluß der Kristalloide sehen 
wir in den I., 1. Reihen. 

Mit abnehmender Konzentration des Eiweißes bemerkt man das Ver- 
schwinden der Koagulation. 

HCl im Gegenteil fällt mehr als in der Kontrolle. Die auffallendste 
Vergrößerung kommt in den stärksten Konzentrationen des Eiweißes und 
des Fällungsmittels. Die Reihenfolge der Kristalloide ist im Vergleich mit 
Hg"-Fállungen in kleinen Kristalloidkonzentrationen umgekehrt. 


D ol Der Einfluß von Chloriden Mg, Ca, Sr in maximaler Konzentration mid. 


Bei der Hg”-Fállung ist die gesamte Fläche größer, nicht nur als die 
Kontrolle, sondern auch als die mit den einwertigen Kationen; der Fállungs- 
typus ist derselbe wie bei den einwertigen, und auch die Zahl der gefällten 
Felder nimmt mit steigendem Atomgewicht der Kationen ab (Mg > Ca > Sr). 
Das Maximum der Fällungskraft finden wir zwischen der IV. bis VIII. Reihe. 


329 


Eiweißkörperkoagulation. II. 


eson 9 ¿Ju (ois 





ZC iw 


nuunpA d FOI zu :poprwsdunuunpA ` ¿AID PO QU :ppmusfunuunpıaA 


(esoonIO “19 H z/u “umzag) (1918 zu "mme! 


“CHNDOD z/u "ammeëunuunpun, TON Z/w : po rus danna A 





ID®w zju :19yrusfunuunpia A 








NS N 
DAD NN 


SS 
#H ow) 


Bund 


22* 


330 J. Becka u. F. Sinkora: 


Die mit HO gefállte Fläche ist kleiner als in der Kontrolle, aber größer 
als bei den einwertigen Kationen. Die größte Fällungskraft erscheint in den 
I., 1. Reihen. Der Säuretypus bleibt aufrecht, aber die Reihenfolge der 
Kationen ist regelmäßig. 


b) Der Einfluß von Chloriden Mg, Ca, Sr in maximaler Konzentration m:?. 

Bei der Hg”-Fällung können wir einen ähnlichen Effekt wie bei den 
analogen Versuchen mit den einwertigen Ionen konstatieren; aber die 
Fällungsfläche ist noch kleiner. Die Reihenfolge der Kationen bleibt hier 
nach den steigenden Atomgewichten wie bei den einwertigen. Die maximale 
Verminderung kommt in den horizontalen Reihen zum Vorschein. 

HACI fällt mehr als in der Kontrolle und bei den einwertigen Kationen. 
Die Anwesenheit von Mg” in m/2 Konzentration äußert sich durch eine 
Veränderung des Fällungstypus: dieser gleicht eher dem Hg”-Typus als 
dem Säuretypus. Die Reihenfolge der Kationen ist dem Fällungseffekt 
nach Sr > Ca > Mg, also umgekehrt. 


C. a) Der Einfluß der Nichtelektrolyten. Der Harnstoff in maximaler 
Konzentration m/4. 


Die Gegenwart von Harnstoff auch in geringen Konzentrationen 
manifestiert sich durch eine auffallende Vergrößerung der Fällbarkeit von 
Hg”; nur die 1. Reihe zeigt eine kleine Verkürzung. 

HCI fällt etwas weniger als in der Kontrolle und bei der Anwesenheit 
der Kationen. 


b) Der Harnstoff in m/2 Konzentration. 


Durch die größere Konzentration ist die Fällungskraft von Hg” enorm 
gestiegen; hauptsächlich in der horizontalen Richtung. Die vertikalen 
Reihen, von der 3. angefangen sind länger als in der Kontrolle und als bei 
den kleineren Harnstoffkonzentrationen. 


Die Fállung mit HCl ist auch stärker als in der Gegenwart von kleineren 
Harnstoffkonzentrationen, aber doch kleiner als in der Kontrolle. 


c) Die Glucose in den beiden geprüften Konzentrationen m/4 und mi? 


Diese Serie der Versuche wurde später mit einem anderen Pferdeserum 
vollführt; darum muß man die Resultate mit einer neuen Kontrolle ver- 
gleichen. Man sieht sofort, daß die Anwesenheit der Glucose in den Kon- 
zentrationen bis m/2 nur einen sehr geringen Einfluß auf die Eiweib- 
koagulation von Hg” und HC] ausübt. 


D. Der Einfluß der Konzentration von H`. 

In diesem Teile unserer Arbeit haben wir die Eiweißkoagulation 
bei diverser H'-Konzentration mit Hg” und Phenol studiert. Die 
Zahlen der H'-Ionen wurden durch die Acetat-Essigsäurepuffergemischt 
stabilisiert. Diese Gemische sind zwar nicht physiologisch, wie die 
Carbonat- oder Phosphatpuffergemische, aber sie reagieren nicht mit 
den Fällungsmitteln wie diese. 
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Weil durch die Puffergemische in die Versuche ein neues Anion ein- 
geführt wird, haben wir den Einfluß von Acetion geprüft. Man sieht aus 
den Diagrammen (Abb. 3), daß C,H,O, entgegengesetzt wie Na wirkt, 
so daß die Resultate nur gering von der Kontrolle abweichen; wir 
dürfen also die Änderungen direkt den diversen Zahlen von H'-Ionen zu- 
schreiben. Die Diagramme (Abb. 4) weisen die Resultate bei der Fällung 
mit n/10 HgCl, und m/2 C,H,OH bei den py :2,87, 3,24, 3,84, 4,14, 4,46, 
5,04, 5,96, 6,28 und 6,54 aus. 


Pferdeserum (5,9%), Eiweiß, Py = 6,3). 


CH a 





1:32 Na:Ac. (0,82 °p) 


Es ist ganz auffällig, wie mit steigender Aziditát die Fällungskraft 
beider Fällungsmittel abnimmt, und zwar in beiden Richtungen, X und Y. 
Dabei ändert sich von py 4,46 ab der Hg”-Typus in den Säuretypus, also 
es geschieht die Fállung mit H und nicht mehr mit Hg”. Wenn man die 
Zahl der gefällten Felder vergleicht, sieht man einen engen Zusammenhang 
mit der py-Zahl. 

Die gefällte Fläche bei py 2,87 ist 11, bei der Zahl po 3,84 erzielt man 15. 
Das Resultat ist also: 11:15, = 2,83:3,84 und auch die übrigen stimmen 
auffallend mit diesem Gesetz überein, bis zu der Zahl po = 5,04, wo eine 
plötzliche Typusänderung vorkommt; es ändert sich nämlich der Säuretypus 
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in den Hg"-Typus. Aber gleich mit der nächsten H'-Konzentration tritt 
wieder die direkte Abhängigkeit von der py-Zahl ein: 5,44:5,96 — 82: 90 usw. 

Beim Phenol kann man ganz genau konstatieren, daß die Verhält- 
nisse nicht so einfach sind. 
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Diskussion, 


Wenn man diese Arbeit überblickt, sieht man, daß die Resultate 
die Ideen von der EiweiBkórperkoagulation mittels der Chemikalien 
wesentlich erweitern. Im ganzen kann man folgende Faktoren der 
Fällung emporheben: 

1. Die Konzentration der geprüften Eiweißlösung; man merkt gan! 
deutlich, daß in gewissen mittleren Konzentrationen (2- bis 0,1 proz. 
die größte Koagulation erzielt wird. 

2. Von derselben Bedeutung ist auch die Konzentration de 
Fällungsmittels; bei der Anwesenheit von nur wenigen Elektrolytel 
ist die Koagulation desto größer, je konzentrierter das Fällungsmittel ist- 
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3. Der dritte Hauptfaktor der Fällung ist die Anwesenheit der Kri- 
stalloide in der Lösung; allgemein darf man sagen, daß, je größer die 
Zahl der Kationen ist, desto kleiner der Effekt mit der Hg”-Fállung 
und desto größer mit HCI-(H--)Fällung sein wird. Aber diese Gesetz- 
mäßigkeit gilt nur für die größeren Kationenkonzentrationen als m/4; 
unter diesem Werte verläuft der Zusammenhang nicht geradlinig, 
sondern durch ein Maximum der Hg”-Fállungskraft (Minimum der 
HCI-Fällungskraft) zwischen m/16 bis m/256 Kationenkonzentration. 
Die zweiwertigen Kationen wirken mehr als die einwertigen, wodurch 
die Beobachtungen von Schulze bestätigt werden. Die Anwesenheit 
des H'-Ions ist für die Fällung maßgebend, wie schon Michaelis gezeigt 
hat. Von H'-Ionenkonzentration gilt dieselbe Gesetzmäßigkeit wie 
von den übrigen Kationen: in je größerer Konzentration sie anwesend 
sind, desto kleinere Fällungskraft der Hg-Ion verübt, solange sich 
die eigene H'-Ionenfällungskraft nicht geltend macht (das geschieht 
etwa bei py = 1). 

Von den Nichtelektrolytkristalloiden unterstützt der Harnstoff 
die Eiweißkoagulation desto mehr, je konzentrierter er ist. Dieses 
Phänomen erklärt sich nach Bechhold dadurch, daß der Harnstoff 
die Durchlässigkeit von Eiweiß für das Fällungsmittel erhöht. 


Die Glucose hat bis zur m/2 Konzentration fast gar keine Wirkung 
auf die Koagulation. 


Ihrer Wirkung nach stellen sich die Kationen in die Hofmeisterschen 
Reihen; die Umkehrung derselben geschieht bei saurer Reaktion 


nur dann, wenn die Kationen in größeren Konzentrationen als m/4 
vorkommen. 


4. Als vierten Faktor der Eiweißkoagulation führen wir das 
Verhältnis zwischen den Konzentrationen der beteiligten Komponenten 
an. Eine Entscheidung darüber wagen wir jedoch noch nicht auszu- 
sprechen; um diese Frage zu lósen, muß man die Intensität der Trü- 
hungen quantitativ vergleichen. Dazu muß man den quantitativen 
Zusammenhang zwischen der Konzentration, Zahl und Größe der 


gcfállten Eiweißpartikeln und der Intensität der Trübung mathematisch 
ausgedrückt haben. 


Unserer Meinung nach wäre es sehr vorteilhaft, diese Arbeit auch 
mit anderen Ionenreihen, Fällungsmitteln und Eiweißkörpern durch- 
zuführen, wozu die Tropfenmethode sehr geeignet ist. 


Zusammenfassung. 
l. Mittels der beschriebenen Tropfenmethode kann man sehr rasch 
und genau den Einfluß der gelösten Stoffe auf die Eiweißkoagulation 
durch die Fällungsmittel studieren. 
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2. Mit der steigenden Elektrolytenkonzentration nimmt die 
Fällungskraft von Hg” ab, von H nimmt sie zu. 

3. Die zweiwertigen Kationen sind wirksamer als die einwertigen. 

4. Die Wirkung der Kationen geschieht im allgemeinen in Hof- 
meisterschen Reihen, hauptsächlich in den mittleren Eiweißkonzen- 
trationen. 

5. Die Umkehrung der Hofmeisterschen Reihen in saurer Reaktion 
entsteht nur bei einer Kationenkonzentration, die größer als m/4 ist. 

6. Die Zahl der gefällten Felder von Hg” wächst proportionell 
mit der Zahl von pn bis zu einem py, wo eine plötzliche Typus- 
veränderung der Fällung entsteht. Hinter diesem Punkte ist wieder 
die direkte Proportionalität zu beobachten. 

7. Der Harnstoff erhöht die Fällungskraft von Hg” und DH direkt 
mit seiner Konzentration. 

8. Die Glucose bis zur m/2 Konzentration beeinflußt die Hg” 
und H'-Fällungskraft überhaupt nicht. 


Studium der Eiweißkörperkoagulation in Tropfen. 


III. Mitteilung. 
Über den Synergismus der Fällungsmittel. 


Von 


J. Bečka und F. Sinkora. 


(Aus dem chemischen Institut der tierärztlichen Hochschule in Brünn, 
Tschechoslowakei.) 


(Eingegangen am 28. März 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Allgemeiner Teil. 

In der vorigen Arbeit haben wir die Hauptfaktoren der chemischen 
Eiweißkörperkoagulation geprüft. In dieser Abhandlung versuchen 
wir, die Wirkung der Fällungsgemische auf dasselbe Pferdeserum zu 
präzisieren. Diese Frage ist in der Literatur fast vernachlässigt, obschon 
der Synergismus der Arzneimittel in der praktischen Medizin, der 
Synergismus der Ionen bei der Eiweißquellung schon öfters der Dis- 
kussion unterzogen wurden. | 

Die Hauptfrage, die wir uns gestellt haben, war: Wie ändert sich 
die Fällungskraft eines Fällungsmittels, wenn man dasselbe mit einem 
anderen, mit dem ersten chemisch nicht reagierenden Fällungsmittel 
von bekannter Fällungskraft verdünnt? ` 

Es ist eine bekannte Tatsache, daß die Verdünnung eines Fällungs- 
mittels mit einer indifferenten Lösung allgemein zur Abschwächung 
der Fällungskraft führt und bei einer gewissen Verdünnung keine 
Fällung mehr zu beobachten ist. 


Experimenteller Teil. 


Die Verdünnungen der Fällungsmittel haben wir mit dem Acetat- 
puffergemisch von py = 5,04 gemacht, um die Bedingungen der Versuche 
womöglich konstant zu halten. Es wurde ein Pferdeserum mit 6,74%, 
Eiweiß und py = 6,1 benutzt. Als Fällungsmittel m/10 HgCl, und CuSO,, 
m/2 Phenol, Resorcin und Brenzkatechin genommen. In den Kontroll- 
versuchen wurde zuerst die Fällungskraft der einzelnen Fällungsmittel 
susprobiert (Abb. 1, oben). 
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Hg” fällt das Pferdeserum noch in 6. Reihe, d. h. noch in der Kon- 
zentration m/640; wir bezeichnen die Fällungskraft als Hg 6. Cu” weist 
dieselbe Fállungskraft:Cu 6 aus. Phenol fállt noch in F 3-Konzentration, 
d. i. m/8. Dasselbe gilt für Brenzkatechin:P 3 und Resorcin:R 3. 

Die Breite des gefällten Feldes in der vertikalen Richtung (welche die 
Fällbarkeit des Eiweißes bei py = 5,04 zeigt) ist beim Cu Jon kleiner 
als beim Hg”, bei den einwertigen und zweiwertigen Phenolen ist sie fast 
dieselbe. 


m/10 Hack m/10 CuSO; 
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Hg5Cu' Hg5 Cu? Hör HgP 





Abb. 1. 


Darauf haben wir die Gemische der Fällungsmittel geprüft (Abb. 1); 
erstens wurden gleiche Volume zweier Fällungsmittel (aa) gemischt und 
weiter geometrisch mit dem Puffergemisch verdünnt. Um die Versuche zu 
verkürzen, haben wir nur die letzten, terminalen Verdünnungen (6, 7, 
8 usw. bei Hg”- und Cu”-Gemischen, 2, 3 usw. bei Phenolengemischen) 
getröpfelt. Wenn also m/10 Hg” aa mit m/10 Cu” gemischt wurde, resultiert 
daraus m/20 Hg” und m/20 Cu”, Hg 2 und Cu 2 nach unserer Bezeichnung. 
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Die Fällungsreaktion wurde erst mit fünfter Verdünnung, daher mit Hg 6 
und Cu 6 ausgeführt. 

Das Resultat der Mischung Hg5 Cub gab 16 Felder, welche man 
durch reine Hg 5 oder Cu 3 erhalten könnte. Aber das resultierende Diagramm 
weicht sowohl von dem Hg”- als auch von dem Cu”-Typus ab. Die Zahl 
der gefällten Felder bildet keine einfache Summe der Wirkungen von 
den resultierenden Verdünnungen (Hg 6 + Cu 6). 

Die Mischung von Hg 5 + F 2 gab 16 Felder vom Hg”-Fállungstypus; 
die resultierende Verdünnung Hg 6 gibt sieben und F 3 ein Feld, zusammen 
acht Felder. 

Das Phenolgemisch F2 4+ R2 gab zehn anstatt vier Felder, 
entsprechend der einfachen Summe der resultierenden Verdünnungen 
(F 3 + R 3). 

Ähnliche Resultate waren auch bei den anderen Fállungsmittel- 
gemischen. 

Aus diesen Vorversuchen geht hervor, daß ein Fällungsmittel- 
gemisch sich wie ein neues Fällungsmittel benimmt, dessen Fällungs- 
kraft größer ist, als es der Summe der einzelnen Effekte von den resul- 
tierenden Fällungsmittelverdünnungen entspricht. Den größten 
Fällungseffekt erzielt man durch das Mischen der chemisch verwandten 
Stoffe. 

Die erste von den weiteren Aufgaben war, festzustellen, welche 
Stufe des Hilfsfällungsmittels so unwirksam sei, daß das Hauptfällungs- 
mittel ein solches Diagramm ausweisen möchte, als wenn es mit bloßem 
Acetatpuffergemisch verdünnt wäre. 


Aus den Tabellen dieser Versuche (s. Abb. 1 und 2) ergibt sich, daß 
bei den Mischungen von Hg5 + Cu”-Verdünnungen erst Cu 8 sich so 
unwirksam verhält. Bei den Mischungen Cu5 + He noch die Hg 8 
die Fällungskraft von Cu ein bischen verstärkt. Das Gemisch von F 2 + R- 
Verdünnungen ist erst bei R 5 der bloßen Verdünnung R 3 gleich. Auch 
das Gemisch von P2 + R ist erst bei R 5 indifferent. 

Cu”-Lösung verstärkt noch in der Konzentration m/320 die Fällungs- 
kraft von Hg”; Hg” vergrößert sogar in m/1280 die Fillungskraft von Cu”. 
Die Carbolsäure erhöht noch in m/8 die Fällungskraft von Hg” und Cu”, 
Resorcin noch in m/16 die Fällungskraft von der Carbolsäure und Benz- 
katechin. 


Aus diesen Resultaten ergibt sich, daß die Hilfsfällungsmittel 
als positive Aktivatoren der Eiweißkoagulation auch in den Konzen- 
trationen fungieren, wo sie selbst keine Fällungskraft mehr ausüben 
können. 

Die weitere Frage war, wie sich die Fällungskraft des Haupt- 
fällıngsmittels ändert, wenn wir es 4-, 8-, 16mal mit dem Hilfsfállungs- 
mittel verdünnen. 


Aus den Tabellen dieser Versuche (Abb. 2) sieht man, daß Hg 5, achtmal 
mit Cu 5 verdünnt, einen Fállungseffekt nur von Cu 5 zeigt. Hg 5, achtmal 
mit Cu 6 verdünnt, gibt auch nur den Effekt von Cu 6. Hg 5, achtmal mit 
Cu7 verdünnt, bewirkt schon keine Fállung mehr. 
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Die Resultate aus diesen Versuchen bestätigen nur die vorigen: Die 
Mischung Hg5 + 3Cu5 gleicht durch ihre resultierende Verdünnung 
einer Mischung von Cu 5 + Hei: auf dem Fällungseffekte von Cu” be- 
teiligt sich Hg” nur in einer starken Verdünnung, also nur als ein Hilís. 
fällungsmittel. Hg 5 mit 8 Cu 5 ist gleich Cu 5 + Hg 8. Dieselben Resultate 
finden wir auch bei den Gemischen mit Phenolen. 


Cu5F3 Cu Fs Cu F5 Cu5P3 F2R3 F Rt F? R5 





AINAN 


Cu’ HgS Cus Hg? Cu5Hg? CusHg? Cu5Hgl0 P2R3 P2R4 


ALSO 


Hg57Cu5 Hg515Cu5 Hg3Cus Hg57 Cuf Hg515Cuf Hg53Cu? CusF3PsR> 


Hg 3 Cu5 






H,°CusP3 F3P3R3 HgóF3P3R3 HgeCusF PR’ 


di 


Hg? PapRi, Cu F4P4Ra4, Hg? Cu F4P+R4, Hg?Cu?R4: keine Fallung. 
Abb. 2. 


Endlich haben wir die Fállungskraft von Gemischen mehrerer 
—Fállungsmittel geprüft: Erstens haben wir die Fällungsmittelgemische 
in noch wirkenden Verdünnungen, und dann auch in den schon un- 
wirksamen Konzentrationen probiert. Nachdem diese Versuche mit 
einem anderen Pferdeserum unternommen wurden, führen wir auch 
neue Kontrollen mit bloßen Fällungsmitteln an (Abb. 2). 





Hg? CuTF4, FA P4R4, 
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Ein Gemisch von Hg6, Cu 6, F3 fällt ebenso viel wie Hg6. Das 
Gemisch von F 3, R 3, P 3 gibt dasselbe Resultat wie die bloßen Phenole. 
Die Gemische von fünf und sechs Fällungsmitteln geben fünf Felder. Aber 
die Gemische von weiteren Fällungsmittelverdünnungen haben schon keine 
Fállung mehr verursacht. 

Auch diese Versuche stimmen mit den vorigen und bestätigen 
beide Hauptregeln: 1. Das Fällungsmittelgemisch hat eine größere 
Wirkung, als es der resultierenden Verdünnung entspricht. 2. Das 
Hilfsfällungsmittel wirkt noch in einer viermal größeren Verdünnung 
unter seiner Wirkungskraft. 


Diskussion. 

Soweit wir aus unserer Arbeit allgemeine Schlüsse ziehen können, 
gilt folgendes: Beim Verdünnen eines Fällungsmittels mit einem 
anderen, auf das erste chemisch nicht reagierende Mittel, erzielt man 
einen größeren Fällungseffekt als beim Verdünnen mit einer indiffe- 
renten Lösung, welche die Eiweißkörper nicht fällt. Dieser Effekt 
ist größer als die Summe der einzelnen Wirkungen von resultierenden 
Fällungsmittelverdünnungen, aber kleiner als die Summe der einzelnen 
Wirkungen von bloßen Fállungsmitteln. Numerisch kann man die 
Zahl der gefällten Felder als einen arithmetischen Durchschnitt der 
beiden Summen formulieren. 

Das Gemisch Hg 5 + Cu 5 gab 16 Felder; die resultierende Verdünnung 
Hg 6 gibt 7, Cu 6 gibt 3, die Summe der beiden ist 10 Felder. Die bloßen 
Fallungsmittel: Hg5 gibt 15, Cu 5 gibt 7, Summe der beiden 22 Felder. 
Arithmetischer Durchschnitt der Summen: 32:2 = 16. 

Das Gemisch Hg 5 + F 2 gab 16 Felder; die resultierende Verdünnung 
Hg 6 gibt 7, F 3 gibt 1, die Summe 8 Felder. Die bloßen Fällungsmittel: 
Hg 5 gibt 15, F 2 gibt 9, Summe der beiden 24 Felder. Arithmetischer 
Durchschnitt beider Summen: 32:2 = 16. | 

Auf diese Weise kann man die Fällungskraft des Gemisches aus- 
rechnen, solange die einzelnen Fällungsmittel nicht viermal unter 
ihre endliche Wirkungsgrenze verdünnt werden. Diese Formel gilt 
auch für die Verdünnungen von einem anderen Mischungsverhältnis 
als aa und gibt auch für die Ausrechnung der Wirkungskraft des Ge- 
misches von mehreren Fällungsmitteln befriedigende Resultate. 

Unsere Versuche haben bewiesen, daß ein Gemisch von gegen- 
seitig chemisch nicht reagierenden Fällungsmitteln bei seiner Wirkung 
auf die Eiweißlösung sich wie ein neues Fällungsmittel benimmt. Sein 
Fällungstypus ist eine gewisse Resultante der einzelnen Komponenten. 
Der quantitative Erfolg (die Fällungskraft) dieses Gemisches ist ein 
Mittelwert unter den Fällungskräften vor und nach dem Mischen 
und daraus resultierendem Verdünnen der Fällungsmittel. 

Diese Befunde werden wohl eine Analogie auch bei anderen Ge- 

mischen haben. Vor allem wird es notwendig sein, die Fällbarkeit 
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des Blutserums durch chemische Agenzien zu überprüfen. Das Blut- 
serum kann man für ein physiologisches EiweiBkórpergemisch halten. 
welches sich gewissermaßen als ein neues Protein benimmt. Durch 
die Feststellung des mathematischen Zusammenhanges der Mitwirkung 
der einzelnen Blutserumproteine auf die Koagulation kommt man 
gewiß zur Erklärung von manchen Problemen auch in anderen Gebieten. 

Weiter wäre es empfehlenswert, auch die Frage der Desinfektions- 
mittelgemische von dem Standpunkte des Synergismus der Fállungs- 
mittel zu verfolgen, denn die Koagulation des Mikrobenproteins durch 
die Desinfektionsmittel begleitet die Tötung der Mikroben. 

In dieser Arbeit haben wir mittels der Tropfenmethode die Endi- 
gung der horizontalen Reihen verfolgt; hier manifestiert sich der 
Einfluß von großen Eiweißkonzentrationen auf das Fällungsmittel, 
weil in den horizontalen Reihen das Verhältnis des Eiweißes zu dem 
Fällungsmittel wächst. Man könnte sagen, daß das Protein das Fállungs- 
mittel ‚fällt‘; darum sind manche Diagramme für benutzte Fällungs- 
mittelgemische so charakteristisch. 

Wenn sich also die Spezifizitát der Fällungsmittel in den Endi- 
gungen der horizontalen Reihen so deutlich äußert, kann man mit 
Recht erwarten, daß in den Endigungen der vertikalen Reihen sich 
die Spezifizität des Eiweißkörpers manifestieren wird. Versuche in 
dieser Richtung wurden schon begonnen. 


Zusammenfassung. 

l. Das Gemisch von gegenseitig chemisch nicht reagierenden 
Fällungsmitteln verhält sich wie ein neues Mittel, dessen Typus eine 
gewisse Resultante der einzelnen Komponenten ist. 

2. Der Fällungseffekt dieser Gemische ist größer als der, welcher 
dem eigentlichen Verdünnungsgrad der Komponenten entsprechen 
würde. 

3. Die Hilfsfällungmittel wirken als positive Aktivatoren der 
Eiweißkoagulation auch in viermal kleineren Konzentrationen als 
diejenigen, in welchen sie die Eiweißkörper noch fällen. 

4. Die Fällungskraft des Gemisches gleicht dem arithmetischen 
Durchschnitt der Wirkung der einzelnen Komponente vor und nach 
dem Mischen und daraus resultierendem Verdünnen der Fällungsmittel. 


Über eine Gesetzmäßigkeit der Oberflächenspannungsänderung 
des Blutserums nach Inaktivierung. 


Von 
Erwin Bauer. 


(Aus dem Institut für allgemeine Biologie und experimentelle Morphologie 
der Karls-Universität in Prag.) 


(Eingegangen am 28. März 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Gelegentlich einer Untersuchungsreihe über den Einfluß der 
Überflächenspannungsänderungen auf die Zellteilungen kam ich dazu, 
den Einfluß der Inaktivierung des Blutserums auf die Oberflächen- 
spannung zu untersuchen. — Die Bestimmung der Oberflächenspannung 
geschah nach der Abreißmethode mittels der Torsionswage, wie sie 
von Brinkmann und E. van Dam!) angegeben wurde. Das mir zur 
Verfügung stehende Material, an welchem ich diese Messungen aus- 
führte, waren: über 50 menschliche Blutsera, zum größten Teil kli- 
nisches Material, und einige gesunde Individuen, sowie Hammelsera. 
Das Serum wurde immer durch 24stündiges Abstehenlassen an einem 
kühlen Orte gewonnen. Jedes Serum wurde bei den menschlichen 
in zwei, bei den Hammelsera in vier Portionen geteilt, im ersten Falle 
wurde die eine Portion ohne, die zweite nach Inaktivierung gemessen, 
bei den Hammelseris wurden zwei Portionen ohne und zwei Portionen 
nach Inaktivierung gemessen und das arithmetische Mittel der beiden 
Resultate verzeichnet. Jede Einzelbestimmung stellt das arithmetische 
Mittel von zehn Einzelmessungen dar. Die Inaktivierung geschah, 
indem wir die Sera einer Temperatur von 56°C auf die Dauer von 
30 Minuten aussetzten. Im allgemeinen zeigen die Sera bei dieser 
statischen Methode einen ausgesprochenen Gang bei den Einzel- 
messungen, der zum Teil mit einer Häutchenbildung, zum Teil mit 
einer mehr oder weniger starken Durchmischung durch den Abriß des 
Ringes zusammenhängt, so daß mindestens zehn Einzelmessungen 
nötig sind. 

Die Gesetzmäßigkeit, die wir hierbei fanden, läßt sich folgender- 
maBen aussprechen: 

Je größer die Oberflächenspannung eines Blutserums, um so größer 
st die Abnahme derselben, die sie durch die Inaktivierung erleidet, und 





1) Münch. med. Wochenschr. 1921, Nr. 48. 
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diese Abhängigkeit der Änderung von dem ursprünglichen Werte ist eine 
lineare. 

Wir führen als Beispiel folgende Tabellen an, welche dieses zeigen 
sollen : 

















Tabelle I 
Ges Alter u |o nach ‘Tem | Abs 
Nr. || schlecht Jahr ` Diagnose i REESEN | ae | ro 
NAAA A E A A 
| Mann | 20 | Polyarthritis chron. . ` 60,9 | 58,3 | | 26 
2 | 2. | 31 | Dysenterie....... 59,8 | 61,0 | ¡— 1,2 
dm ə | 44 | Fhe. pulm., Paral. progr. | | | 
| | WaR ++ 62,6 | 57,8 | 48 
4i , | 2% | Dysenterie. . . 61,9 | 60,2 | 1 
5, p 18 | Emphysem MEHRERE: 58,4 | 57,4 | ; LO 
6 | Frau | 30 |Basedow `... 590 | 576 | 14 
7 | „ | 22 | Polyarthritis recid. 57,8 | 573 ¡(29 | 05 
8 i u 56 i Ulcus eruris. ..... 58,4 | 57,4 | 1,0 
9 " Mann | 24 | Sykosis non paras. 61,5 | 57,5 j | 40 
wm, 27 | Teerkombustion 59,0 54,5 | 45 
11 ne 26 | Lues lat. ....... | 3 | 57,9 | 2,4 
12 | Frau | 22 j p p 61,4 | 58,1 | 3,3 
13 ! „ | 78 ` Vitium cordis ..... 58,1 | 57,7 | 0.4 
14 ¡Mann 23 ` Gesund ........ | 56,8 | 56,9 ' — Q1 
Tabelle II. Hammelsera: 
| 0 vor | o nach l ED 
E EE Temperatur 
| Inaktivierung | DESCH = 
(lh 611 593 | 18 | 
2| 615 58,6 | 29 | 
3| 606 61,1 —05 
4 | 612 60,8 0,4 20,50 
5 | 608 59,4 | 14 
60 05 67 613 62 s 6| 609 Si ds 
Abb. 2. 7 1 60,4 59,7 t 0,7 


Abb. 1 zeigt diese Abhängigkeit bei den menschlichen Sera, Abb. 2 
bei den Hammelsera graphisch dargestellt, wobei auf die Abszisse 
die ursprünglichen Oberflächen- 
spannungen in dyn/cm aufge- 
tragen sind und die zugehörigen 
Ordinaten die Abnahme derselben 
nach der Inaktivierung bedeuten. 
Die drei Ausnahmen bei den 
menschlichen Seris betreffen, wie 
aus der Tabelle zu sehen ist, 
zwei Dysenteriker und einen Fall 
mit schwerer Teerverbrennung. 
Die zwei Ausnahmen bei den 
Hammelseris erklären sich viel- 





Gesetzmäßigkeit der Oberflächenspannungsänderung usw. 343 


leicht ebenfalls aus nicht kontrollierbaren Konstitutionsanomalien oder 
Krankheiten der betreffenden Individuen, welche Erklärung berechtigt 
erscheint, wenn man bedenkt, daß bei den Menschen vollkommen 
gesunde Individuen keine Ausnahme zeigten. 

Die in den Abbildungen eingezeichnete Gerade stellt die lineare 
Funktion, gewonnen nach der Ausgleichsrechnung nach der Methode 
der kleinsten Quadrate, dar. Bei den menschlichen Sera läßt sich also 
diese Abhängigkeit durch die Funktion: — 51,57 + 0,90 z darstellen, 
bei den Hammelseris durch die Funktion: — 120,2 + 2 x, dabei be- 
gehen wir im ersten Falle einen mittleren Fehler von 0,26, im zweiten 
Falle von 0,12. Bei diesen Berechnungen sind natürlich die oben er- 
wähnten Ausnahmefälle nicht mit in Betracht gezogen. 

Diese Gesetzmäßigkeit bedeutet also eigentlich, daß die Ab- 
weichungen in den Oberflächenspannungen, die (durch individuelle 
Konstitution bedingt) vor der Inaktivierung bestehen, sich durch die 
Inaktivierung ausgleichen. Es legt dies den Gedanken nahe, daß die 
Komplementwirkung an eine gewisse Größe der Oberflächenspannung 
gebunden ist bzw. ihre Intensität mit derselben parallel einhergeht. 
Dieser Schluß scheint mit mehreren Tatsachen im Einklang zu stehen, 
so z. B. mit der Tatsache, daß eine Komplementbindung mit einer 
Verminderung der Oberflichenspannung einhergeht (Ascolische Meio- 
stagminreaktion), weiter, daß Cholesterin und Cholate, welche selbst 
die Oberflächenspannung stark herabsetzen, das Komplement zer- 
stören!). Daß mit der Inaktivierung nicht nur eine Änderung der 
Überflächenspannung, sondern auch anderer physikalischer Eigen- 
schaften einhergeht, geht aus den Beobachtungen von R. Fürth hervor, 
wonach nach Inaktivierung die Dielektrizitätskonstante der mensch- 
lichen und Meerschweinchensera eine Abnahme zeigt?). Ob die Änderung 
der anderen physikalischen Eigenschaften ebenfalls eine ähnliche Ab- 
hängigkeit zeigen, wie wir sie für die Oberflächenspannung fanden, 
muß noch untersucht werden. Sollte dies zutreffen, so müßte unseres 
Erachtens die Komplementwirkung nicht einem thermolabilen Stoffe, 
sondern dem physikalischen Zustande des Serums zugeschrieben werden. 


1) H. Koenigsfeld, Zeitschr. f. d. ges. exp. Med. 29, H. 3/4, 1922. 
2) R. Fürth, Ann. d. Phys., IV. Folge, 70, 1923. 
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Über Elektropie. I. 
Von 
L. Karczag. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der kgl. Pázmány Péter-Universitát 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 3. April 1923.) 


Inhaltsúbersicht : 
Einleitung: Allgemeines und Phánomenologie der elektropen Er- 
SCheINUNFEN: NN e be a a de o. . MH 
Versuchsserie I. Elektropie durch kolloidale Ladungsstoffe. System 
der Farbstoffe und System der Ladungsstoffe . . .. 2.2... 349 
Versuchsserie II. Elektropie durch Metalle . .. 2.2.2... ee Aä8 
Erklärungsversuche der elektropen Erscheinungen und die Kontakt- 
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Weiteres zur Kennzeichnung der elektropen Substanzen. Das 
Wasserstofífsuperoxvd als Ladungskórper und als elektrope 
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Die Elektropie als primárer Vorgang in zusammengesetzten Systemen. 
Versuche an oxydationskatalystischen Systemen. Die Prinzipien 
der elekteostatischen Ladungsdominanz, der prekurierenden und 
der prädisponierenden Elektropie . . . 2 2 2 2 ens s eesse 369 


Elektropie und Adsorption. Begründung der elektropen Adsorption 
und der elektropen Regenerationsadsorption . . .. 2.2.2... a 


Die methodische Anwendung der Elektropie. Die Chemoskopie 
(Ladungsqualimetrie und Ladungsquantimetrie) . .......3% 


Einleitung, Allgemeines und Phänomenologie der elektropen Erscheinungen. 


In vorliegender Mitteilung soll experimentell bewiesen werden. 
daß chemische Verbindungen ‘unter dem Einfluß von elektrostatischen 
Ladungen, mit denen die verschiedenen Formen der Materie behaftet 
sind, in ihrem Molekülbau derart verändert werden können, daß da- 
durch Verbindungen mit neuen physikalischen und chemischen Eigen- 
schaften entstehen. 
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Insbesondere soll an ausgedehnten Experimentalarbeiten die 
prinzipielle Wichtigkeit dieser Erscheinungen für die Biologie hervor- 
ghoben und Beweise für das Hauptresultat dieser Untersuchungen 
erbracht werden, daß die elektrostatische Energie der) Zell- und 
Gewebskolloide chemische Umwandlungen auszulösen imstande ist 
und somit das physikalisch-chemische und biologische Geschehen des 
Zellebens richtend beeinflußt. | 

Diejenigen Substanzen, an denen die Erscheinungen der elektro- 
statischen Induktionswirkung nachweisbar sind, gehören zu den intra- 
molekular veränderlichen isomerisationsfähigen Verbindungen, welche 
mit Rücksicht auf ihre Eigenschaft, auf elektrostatische Ladungen 
mit einer konstitutionellen Veränderung zu reagieren, als elektrope 
Substanzen genannt werden sollen. Diejenige Naturerscheinung, welche 
sich in chemischen Umwandlungen bzw. stofflichen Veränderungen 
von Substanzen unter dem Einfluß von elektrostatischer Energie 
offenbart, soll als Elektropie genannt werden. 


Jede Substanz, welche eine elektrostatische Ladung besitzt, ist 
zur Auslösung oder Unterhaltung eines elektropen Vorganges befähigt, 
und es werden daher die ladungstragenden Körper, welche die elektropen 
Wirkungen entfalten, als Ladungsstoffe genannt. 

Wir gehen nun zur Besprechung der allgemeinen Eigenschaften 
der elektropen Substanzen über. 


Es sind in großer Anzahl Verbindungen bekannt, welche unter 
gewissen Bedingungen in der Weise in ihrem Molekülbau verändert 
werden, daß intramolekular ein Atom oder eine Atomgruppe von einem 
Atom zum anderen wandert, ohne daß dabei die Zusammensetzung 
der Verbindung verändert wird!). Unter diesen konstitutionell ver- 
änderlichen Verbindungen sind insbesondere die farbigen dadurch aus- 
gezeichnet, daß sie den intramolekularen Isomerisationsprozeß durch 
eine sichtbare Farbenänderung erkenntlich machen. In der Gruppe 
der intramolekular veränderlichen farbigen Verbindungen nehmen die 
Farbstoffe — welche außer ihrem farbigen Zustand noch die Fähigkeit 
besitzen, einen technischen Effekt: Textilfaser anzufärben, zu ent- 
falten — eine gesonderte Stellung ein. 


Eine Verbindungsklasse der intramolekular isomerisationsfähigen 
Farbstoffe wird durch die Triphenylmethanfarbstoffe repräsentiert. 
Diese Farbstoffe verdanken ihre Farbe einer speziellen Bindungsart 
der konstituierenden Atome, welche als die chinoide bezeichnet wird. 


Sr 2 SCH a es 
. EN, Pr S 
Chinoide Bindung. 





1) A. Werner, Lehrb. d. Stereochemie. Jena, Fischer, 1904. 
23* 
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Verschwindet durch irgend einen Einfluß die chinoide Bindung, 
so verschwindet damit gleichzeitig der Farbcharakter der Verbindung, 
und es entsteht somit aus der gefärbten Verbindung die farblose Modi- 
fikation1)?). 

Wird z. B. nach Hantzsch ein Mol Kristallviolett, welches die 
chinoide Bindung im Molekül enthält, mit einer äquivalenten Menge 
KOH versetzt, so tritt zuerst die OH Gruppe an Stelle des Cl-Atoms 
und man erhält die echte lösliche Base, welche ebenfalls gefärbt ist, 
alkalisch reagiert, und in wässeriger Lösung dissoziiert ist. Allmählich 
entfärbt sich die Lösung und es entsteht die gewöhnliche Farbbase 
(Pseudobase) oder das Carbinol, welche nun die chinoide Bindung, 
welche nur bei dem echten Farbstoff und Farbbase zugegen war, nicht 
mehr enthält. 


(CH) N< 





—> (CHN `c 
N ` 


echte gefärbte Base, 


© MANCH) 


— (€ a EN, Se 
| No 


gewóhnliche, farblose Farbbase, Pseudobase, 
Carbino!l. 


1) H. Ley, Farbe und Konstitution bei organischen Verbindungen. 
Leipzig, Hirzel, 1911; H. Kaufmann, Beziehungen zwischen phys. Eigensch. 
u. chem. Konstitution. Stuttgart, Enke, 1920; J. Schmidt, Methoden zu 
Untersuchungen auf dem Gebiete der Tautomerie und Desmotropie (in 
Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Lieferung 30, Abtl. I, Chem. Meth. I. Teil, 
H. 2. S. 291). 


2) H. Th. Bucherer, Lehrbuch d. Farbenchemie. Leipzig, Spamer, 1921. 
F. Mayer, Die organischen Farbstoffe. Berlin, Springer, 1921. J. Schmidlin, 
Das Triphenylmethyl. Stuttgart, Enke, 1914. A. Pappenheim, Grundrib 
der Farbchemie. Berlin 1901. 
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Im folgenden soll noch der Umwandlungsprozeß, den wir im 
folgenden als Tautomerisation bezeichnen, durch das allgemeine Schema 





€ C C—O H 
Y X Së Lë I 
| I 
N ze ` NS 
R= N—CI R,-N—OH R,--N 
Farbsalz, farbige, echte farblose Pseudobase, 
Ammoniumbase, Carbinol 


dargestellt werden. Wie aus diesem ersichtlich ist, wandert die OH- 
Gruppe während des Tautomerisationsvorganges vom N-Atom zum 
C-Atom, indem gleichzeitig die chinoide Bindung aufgespalten wird 
bzw. verschwindet. Diese Tautomerisation der Triphenylmethan- 
farbstoffe erfolgt unter Einwirkung von Laugen oder Wasserstoff- 
superoxyd!), jedoch erweisen sich nicht alle Glieder dieser Körper- 
klasse als tautomerisationsfähig. Im folgenden soll die Liste derjenigen 
Farbstoffe zusammengestellt werden, welche sich nach unseren Ver- 
suchen unter dem Einfluß von Natronlauge bzw. Wasserstoffsuperoxyd 
als tautomerisationsfähig erwiesen. 





Basische Farbstoffe | Saure Farbstoffe 


Rosanilin | Rothviolett 
Fuchsin | Fuchsin S 
Diamantfuchsin Lichtgrún 
Kresofuchsin Wasserblau 
Rubin Alkaliblau 
Magentarot Pyrrholblau 
Methylgrún | Isaminblau 
Jodgrün | 

Malachitgrün 

Brillantgrün 

Victoriagrün 

Methylviolett. 

Dahlia 

Gentianaviolett 

Kristallviolett 

Kresylviolett 

Hoffmannsviolett 

Anilinblau 














Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, befinden sich unter den Gliedern 
dieser Farbstoffe sowohl basische wie saure. Werden also z. B. 0,1 prom. 
Lösungen dieser Farbstoffe mit Natronlauge (2 Tropfen einer n/10 Lösung 
auf 2 cem Farbstofflósung oder Wasserstoffsuperoxyd, 1 Tropfen einer 
Wproz. Lösung auf 2 ccm Farbstofflösung) behandelt, so findet langsam 





1) L. Karczag, diese Zeitschr. 182, H. 1,3, S. 270. 
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eine vollkommene oder fast vollkommene Entfárbung der Farbstoff- 
lösungen statt, indem sich das Farbstoffmolekül unter Einwirkung 
genannter Agenzien in die farblose Carbinolform intramolekular um- 
lagert. 

Dieser Umlagerungsprozeß ist, wie darauf noch später eingegangen 
wird, reversibel, und die Carbinole können somit aus dem farblosen 
Zustande in entgegengesetzter Richtung farbig regeneriert werden. 
Diese Regeneration findet durch Zusatz von Säuren statt, welche 
sodann mit verschiedener Geschwindigkeit und Intensität teilweise 
schon in der Kälte, teilweise unter Erwärmen stattfindet. Setzt man 
also zu den bereits durch NaOH oder H,O, entfärbten Proben 3 bis 
4 Tropfen n/10 Salzsäure hinzu, so findet die Regeneration des Farb- 
stoffs statt. Die durch Natronlauge entfärbten Proben werden durch 
Säurezusatz ausnahmslos regeneriert. Unter dem Einfluß von H,O, 
entfärbten Proben verhalten sich jedoch die Farbstoffe bezüglich ihrer 
Regenerierbarkeit sowie Vollständigkeit und Schnelligkeit der Regene- 
ration verschieden. 


Die intramolekulare Umlagerung der genannten Farbstoffe au: 
der farbigen labilen Form in die farblose stabile Carbinolform geht 
jedoch nicht nur unter dem Einfluß genannter chemischer Agenzien 
(NaOH, H,0,) vor sich, sondern auch unter dem Einfluß von Wärme. 
Licht und strahlender Energie. 


Man kann sich davon durch Erwärmen und Kochen von verdünnten 
Farbstofflösungen überzeugen, daß sie allmählich abbleichen, und dab 
sie aus diesem Zustande durch Säurezusatz zurückgewonnen werden 
können. 


Die Umlagerung bzw. Farbenverlust der Triphenylmethanfarb- 
stoffe unter Lichtwirkung ist eine bekannte Tatsache, und eben diese 
Eigenschaft macht sie zu technischen Zwecken unbrauchbar, indem 
sie unter Lichtwirkung auf der Faser abbleichen. 

Unter dem Einfluß von strahlender Energie ist der Verlust des 
Farbeharakters mehrerer Verbindungen dieser Körperklasse ebenfalls 
beobachtet worden. So bleichen ab bzw. entfárben sich nach C. Doelter!) 
unter dem Einfluß von Radiumbestrahlung fast vollkommen folgende 
Verbindungen: Fuchsin, Fuchsin S, Methylgrün und Säureviolett. 

Wir schen somit, daß derselbe Umlagerungsprozeß durch chemische. 
Wärme-, Licht- und strahlende Energie in gleicher Richtung ausgelöst 
oder unterhalten werden kann. Es sind somit die verschiedensten 
Energiearten befähigt, im Innern der Moleküle dynamische Vorgänge 
auszulösen, welche zu isomeren Verbindungen mit neuen physika- 


1) C. Doelter, Das Radium und die Farben. Steinkopff, 1910. 
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schen und chemischen Eigenschaften führen. Dieser Vorgang macht 
sich durch eine Farbenänderung der Verbindung erkenntlich. Unbekannt 
dürfte bisher die Umwandlung der intramolekular veränderlichen 
Substanzen unter dem Einfluß von elektrostatischer Energie sein, auf 
welche wir durch folgende Versuche aufmerksam gemacht worden sind. 


Versuchsserie I. 
Elektropie durch kolloidale Ladungsstoffe, 
1. Versuche mit Kaolin. 


Es wurden etwa 2 bis 3ccm der 1prom. Farbstofflösungen (der um- 
lagerungsfähigen Farbstoffgruppe) in einem Reagenzglase mit einer Messer- 
spitze Kaolin versetzt, durchgeschüttelt, einige Stunden iang in der Kälte 
stehen gelassen und sodann filtriert. Die Filtrate ließen sich je nach ihrem 
Verhalten gegen Salzsäure (zwei Tropfen einer n/10 Lösung und erhitzt) in 
zwei Gruppen teilen. Die Glieder der einen Gruppe sind durch Salzsäure 
nicht regenerierbar, die Farbstoffe werden vollständig durch Adsorption aus 
der Farbstofflösung entfernt. Die Glieder der Gruppe 2, welche ebenfalls 
ein wasserklares Filtrat lieferten, ließen sich durch die Salzsäurebehandlung 
sowohl in der Kälte wie durch Erwärmen mit verschiedener Intensität 
regenerieren, als ein Zeichen dafür, daß die Farbstoffe durch Kaolin um- 
gelagert und dadurch in dem farblosen Carbinolzustande übergeführt 
wurden. Ganz besonders schön lassen sich diese REES: am Rot- 
violett, Fuchsin S und Wasserblau studieren. 


Die entfárbten wasserklaren Lösungen regenerieren übrigens auf 
Filtrierpapier mit der Originalfarbe. So regeneriert Rosanilin stark auf 


Filtrierpapier und erleidet im Filtrate durch Salzsäure nur eine leichte 
Vertiefung. 


In folgendem sind die untersuchten Farbstoffe und die gewonnenen 
Resultate zusammengestellt: 











p Farbloses Filtrat durch HCI `, Unvollständig. entfärbt durch 
Filtrat, gefärbt durch HCl regenerierbar. Starke Filtrier« | HCI regenerierbar. 

















i i ierreaktion. l Filtrierpapierreaktion positiv. 
ER a Ss Regenerationastárke durch | O durch 
Rubin Rosanilin + i Ee + 
Kresofuchsin Fuchsin + 
Methylengriin Magentarot + 
Malachitgrún Fuchsin S ++=— +++ 
Brillant grún | Rotviolett +-— ++ 
Jodgriin | Wasserblau ++ 
Methylgrün i 
Dahlia 
Methylviolett 
Gentianaviolett 
Kresylviolett 
Hoffmannsviolett 
Pyrrholblau 


Isaminblau 
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2. Versuch mit Schwefelblume. 


Wir haben unsere Farbstofflösungen (etwa 2 bis 3 ccm) in zwei Reihen 
von Eprouvetten mit einer guten Messerspitze von Schwefelblume zu- 
sammengebracht, öfters gut durchgeschüttelt und sodann die eine Reihe 
in der Kälte 24 Stunden stehengelassen, die andere leicht erwärmt, durch- 
geschüttelt und filtriert. Der Kälteversuch zeigte schon nach 2 bis 3 Minuten 
eine starke Entfärbung von Fuchsin S und Rotviolett, nach etwa 1 Stunde 
von Kresylviolett. Die Proben wurden 24 Stunden stehengelassen und 
sodann filtriert. Ein farbloses bis minimal gefärbtes Filtrat lieferte Fuchsin S, 
Rotviolett, Jodgrün, Methylgrün, Wasserblau, welche durch HCl mit einer 
Stärke von ++ bis + ++ regeneriert wurden, und sodann das Filtrat 
von Malachitgrün, welches durch HCl mit einer Spur regenerierte. 

Die übrigen Farbstoffe lieferten mehr oder minder gefärbte Filtrate. 
Die Resultate der Wärmeversuche stimmen mit demjenigen der Kálte- 
versuche überein, und so möchten wir von den Einzelheiten absehen und'das 
Ergebnis der Versuche im folgenden zusammenstellen: 





Nicht entfárbt 


Stark entfärbtes Filtrat 


Fuchsin S Fuchsin 


Rotviolett ı Rubin 
Brillantgrün ‚ Kresofuchsin 
Wasserblau ;  Magentarot 
Methylgrün Hotfmannsviolett 
Jodgrün ‚  Kristallviolett 
Kresylviolett Dahlia ` 
Lichtgrün 

Gentianaviolett 

Malachitgrün 

Rosanilin 

Pyrrholblau 


Die Regenerationsversuche mit Salzsäure ergeben folgendes Resultat: 
Regenerierbar mit einer Farbstärke von , Nicht regenerierbar 





Fuchsin S — 1 Brillantgrün 
Rotviolett + + — Kresylviolett 
Wasserblau ---+-4- 

Lichtgrün —--— tt 

Mothylgrún — 

Jodgriin -- —- 

Rosanilin + + 

Malachitgrún (+) 

Pyrrholblau + — 

Gentianaviolett 

Methylviolett | 
Rubin 
Kresofuchsin 


- vertieft 


Die Filtrierpapierreaktion der Proben besitzt einen ganz anderen 
Charakter wie beim Kaolin. Im allgemeinen wird sie (im Gegensatz zu den 
Kaolinproben) stark gehemmt, so daß die entfärbten Flüssigkeiten auf dem 
Papier nicht oder kaum farbig werden. Fuchsin S, Rotviolett und die übrigen 
entfärbten Proben verhalten sich diesbezüglich gleich, nur Methylgrün. 
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Jod grin und Rosanilin (vielleicht Wasserblau) bilden Ausnahmen, indem 
se auf dem Papier eine Regenerationsfarbe zeigen. 

Ein interessantes Phänomen zeigte Fuchsin S, Rotviolett und Lichtgrün, 
indem diese Farbstoffe nur am äußersten Rande des Filtrierpapiers spontan 
regenerierten (Randphänomen). Trocknet man das Papier an der Luft 
und klopft den Schwefel vom Papier ab, zieht es vorsichtig durch die Flamme, 
so werden die ungefärbten Teile farbig und auch die Randfarbe erleidet 
eine Vertiefung. 

Die Adsorptionsfähigkeit des Schwefels ist im allgemeinen sehr schwach. 
Fuchsin S, Rotviolett, Lichtgrün färben den Schwefel nicht an, die übrigen 
nur ganz leicht. Die Umlagerungsfáhigkeit des Schwefels ist gegenüber 
den umgelagerten Farbstoffen gering und im allgemeinen schwächer als 
die des Kaolins. 


3. Versuche mit Casein. 


Aus unseren Erfahrungen, welche wir aus den Kaolin- und Schwefel- 
versuchen gewonnen haben, zogen wir den allgemeinen Schluß, daß je 
negativer die Ladung des Adsorbens, desto stärker die Umlagerungsfähigkeit. 
Wir haben nun zur Entscheidung dieser prinzipiellen Frage Versuche mit 
Casein vorgenommen. Unsere Farbstofflösungen wurden daher mit einer 
Messerspitze Casein versetzt, gut durchgeschüttelt und etwa 1 Stunde 
stehen gelassen. Es war hierbei zunächst eine starke Adsorption der Farb- 
stoffe (ohne Rücksicht auf die saure oder basische Eigenschaft derselben) 
zu beobachten, das Casein färbte sich mit den Farbstoffen stark an und die 
Flüssigkeiten wurden farblos. Die Proben wurden nun filtriert und zwecks 
Regeneration mit Salzsäure versetzt. Keine der Proben regenerierte, der 
Zusatz von Salzsäure blieb wirkungslos. Es zeigte sich somit, daß das 
Casein die Farbstoffe nur adsorbiert aber nicht umlagert. Casein verhält 
sich somit als eine Säure und ist das schwächste Glied der geprüften negativ 
geladenen Adsorbenzien. 


4. Versuche] mit *Kaolin,*Schwefel und Casein. 


Falls der allgemeine Schluß — je schwächer negativ die Ladung, desto 
geringer, je stärker die negative Ladung, desto größer die Umlagerungs- 
fähigkeit — Gültigkeit besitzt, so müssen die schwächer geladenen Glieder 
— ebenso wie ein Metall das andere aus einer wässerigen Lösung abscheidet — 
die durch den stärkeren bewirkten Entfärbungen regenerieren. Wir haben 
also Fuchsin S, Magentarot durch Kaolin, Rotviolett und Lichtgrün durch 
Schwefel umgelagert, sodann die farblosen Filtrate mit Casein versetzt, ein 
pasrmal durch die Flamme gezogen, wonach sich das interessante Resultat 
zeigte: das Casein regenerierte aus den farblosen Carbinolen unter gleich- 
zeitiger Adsorption, die Originalfarben, welche durch die stärker negativ 
geladenen Körper aus den farbigen Verbindungen gebildet worden sind. 
Fuchsin S, Rotviolett und Lichtgrün regenerierten mit größerer Farbstärke, 
Magentarot zeigte eine viel weniger nuancierte Regenerationsfarbe als die 
Originale. i 


5. Versuche mit Nuclein und Natrium-nucleinicum. 


Es standen uns geringe Mengen dieser Substanzen zur Verfügung, 
wir begnügten uns daher mit Anstellung einiger Hauptproben mit Fuchsin S, 
Wasserblau, Rotviolett, Rosanilin Magentarot. 
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Die Versuche wurden wie oben ausgeführt, indem also die 1 prom. 
Farbstofflösungen (2 bis 3 ccm) mit einer kleinen Messerspitze der Substanzen 
durchgeschüttelt wurden. Es zeigte sich folgendes Resultat. Nuclein ent- 
färbte Fuchsin S, Rotviolett, Wasserblau, in den Filtraten war jedoch 
kein Carbinol nachweisbar. Rosanilin und Magentarot wurden nicht entfärbt. 
Das Nuclein verhielt sich also wie das Casein. 


Natrium-nucleinicum entfärbte ebenfalls nur Fuchsin S, Rotviglet! 
und Wasserblau, die Lösungen lieferten aber eine positive Regenerations- 
probe als ein Zeichen dafür, daß das Natrium-nucleinicum Umlagerungen 
zu bewirken imstande war. 


In den nächsten Versuchen haben wir folgende sowohl biologisch wie 
histologisch wichtige Proben vorgenommen. Wir entfärbten Fuchsin $. 
Rotviolett durch Natrium-nucleinicum, filtrierten ab, versetzten das Filtra: 
mit Nuclein und regenerierten nun durch diesen die Originalfarben. 


Das Ergebnis dieser Versuche lautet also: Das Nuclein bewirkt. keine 
Umlagerungen, wogegen Natrium-nucleinicum solche zu bewirken imstande 
ist. Nuclein regeneriert die Carbinolbasen, welche durch die elektrope 
Wirkung des Natrium-nucleinicums gebildet wurden. 


6. Versuche mit Natrium-nucleinicum und Casein. 


Wir haben Fuchsin S durch Natrium-nucleinicum entfárbt, filtrierten 
ab, setzten zu den wasserklaren Filtraten eine Messerspitze Casein, schüttelten 
gut durch, zogen ein paarmal durch die Gasflamme und ließen die Probe 
stehen. In einigen Minuten färbte sich das weiße Casein rosarot und die 
ganze Flüssigkeit erschien in einer leicht roten Farbe als ein Zeichen 
dafür, daß das Casein den durch Natrium-nucleinicum umgelagerten Farb- 
stoff regenerierte. 


7. Versuche mit Blutalbumin (Merck). 


Die Farbstofflösungen wurden in Reagenzglásern mit einer Messer- 
spitze von trockenem reinsten Blutalbumin zusammengebracht, durch- 
geschüttelt, über Nacht stehengelassen und dann filtriert. Die Resultate 
dieser Versuche sind in folgender Tabelle zusammengestellt: 

















F arbloses bis wenig ge: HCl + Zusatz | Stark gefärbtes trüb» Cl + Zusatz 
D Eeer a | bewirkt eine | opaleszent durchlaufendes | bewirkt 
lieferten ` Regenerationsstärke : Filtrat | 
Fuchsin S LL . Kuchen ` Keine 
Rotviolett + -= Kresofuchsin . Regene- 
Lichtgrün +++ | Magentarot ration 
Wasserblau ++ -—— Rosalinin | 
Pyrrholblau | + Brillantgrün 
Methylgrün | + — + | Malachitgrün 
Kresylviolett 
Methylviolétt 
Kristallviolett | 
Dahlia l 


Das Blutalbumin ist also auch imstande Umlagerungen zu bewirken. 
Die Umlagerungsfähigkeit steht derjenigen des Kaolins am nächsten 
und ist vielleicht eine noch allgemeinere. 
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8. Versuche mit Serumglobulin (Merck). 


Die Farbstofflösungen wurden mit einer Messerspitze Serumglobulin 
versetzt, gut durchgeschüttelt, 24 Stunden lang stehen gelassen, filtriert, 
und dann mit Salzsäure versetzt, und schließlich erwärmt. Die Resultate 
and in nächster Tabelle verzeichnet: 








Farbig (stark entfärbtes) 








ıroloses Filtrat lieferten HCi-Behandlung ` durchlaufendes Filtrat ` H Cl» Behandlung 
lieferten | 

Fuchsin S + Methylgrún Ohne Einfluß 

Methylgrün Stich Rotviolett En 

Jodgrün Ohne Einfluß Wasserblau ` Ohne Einfluß 

Fuchsin A ` Pyrrholblau p e 

Lichtgrún 4 2 Rosanilin e y 

Hoffmannsviolett a de 

Brillantgrún e E 

Kresylviolett 7 > 

Dahlia A a 

Rubin E x 

Gentianaviolett a E 

Malachitgrún & 


Keine der Proben gab die Filtrierpapierreaktion. Die Substanz 
sammelte sich unter farbiger Adsorption der Farbstoffe am Boden der 
Reagenzgläser zusammen. | 

Demnach besitzt Serumglobulin im Gegensatz zum Blutalbumin ein 
ganz minimales Umlagerungsvermögen und besitzt daher eine schwächere 
negative Ladung. Das Blutglobulin wirkt aber schwächer als Casein und 
Nuclein, welche noch schwächer negativ als diese geladen ist. 


9. Versuch mit Euglobulin. 


Wegen Substanzmangel wurde Fuchsin S, Rotviolett, Wasserblau, 
Lichtgrün, Pyrrholblau, Fuchsin mit wenig Substanz versetzt und stehen- 
gelassen. Die Farbstofflösungen nahmen immer eine intensivere Farbe an, 
als ein Zeichen der äußerst schwach negativen Ladung des Euglobulins, 
welche demjenigen des Caseins und Nucleins gleicht. 


16. Versuch mit Serumglobulin, Blutalbumin, Casein und Nuclein (Merck). 


In diesen Versuchen konnte gezeigt werden, daß eine Lichtgrünlösung, 
welche durch Serumalbumin umgelagert wurde, aus dem fast farblosen 
Filtrate durch Casein und Nuclein stärker, durch Serumglobulin schwächer, 
aber deutlich regeneriert werden konnte. 


11. Versuch mit Eieralbumin (Merck). 


Es wurden geprüft: Fuchsin S, Pyrrholblau, Rotviolett, Wasserblau, 
welche mit einer Messerspitze Substanz versetzt wurden., Nach 24stündigem 
Stehenlassen lieferten sie stark entfürbte (aber nicht ganz entfärbte) Filtrate, 
welche jedoch durch Salzsäurezusatz eine erhebliche Vertiefung erfuhren, 
als ein Zeichen dafür, daß das Albumin ebenfalls eine elektrope Wirkung zu 


entfalten imstande war, welche jedoch eine geringere zu sein schien, als die 
des Blutalbumins. 


354 L. Karczag: 


12. Versuch mit Deuteroalbumose (Merck). 


Es wurden Fuchsin, Fuchsin S, Lichtgrün, Methylviolett, Wasserblau. 
Dahlia, Rubin, Pyrrholblau, Rotviolett mit einer Messerspitze Deuter:- 
albumose versetzt. Die Substanz löste sich bald auf und bewirkte schon 
nach kurzer Zeit starke Entfärbungen von Fuchsin S, Lichtgrün, Wasser- 
blau, Pyrrholblau. Kleine abgegossene Proben erfuhren durch Salzsäure- 
zusatz und leichtes Erwärmen starke Regeneration. Die Proben wurden 
sodann 10 Stunden lang stehengelassen. 

Entfärbt wurden: Rotviolett, Fuchsin S, Wasserblau. Stark entfärbt: 
Pyrrholblau. Wenig entfärbt: Lichtgrün. 

Nicht entfärbt: Fuchsin, Methylviolett, Dahlia, Rubin. Die entfärbten 
Flüssigkeiten regenerierten nach Salzsäurezusatz. 

Deuteroalbumose besitzt also eine große elektrope Wirkung und steh! 
diesbezüglich dem Albumin am nächsten. 


12a. Versuch mit Albumose (Merck). 


Rotviolett, Fuchsin S, Wasserblau, Pyrrholblau, Lichtgrün wurden 
mit Albumose versetzt. Es entstanden bald starke trübe Lösungen, welche 
sich jedoch nach 2 bis 3 Stunden stark entfärbten. Nach Säurezusatz lösten 
sich die Niederschläge auf und die Farbstoffe regenerierten mit der Original- 
farbe. 

Albumin und Deuteroalbumose gleichen sich also in ihren elektropen 
Wirkungen. | 


13. Versuch mit Pepton. 


Die gleichen Farbstofflósungen wie im Versuch 12 wurden mit Pepten 
(reines amerikanisches Präparat) behandelt. Es fand schon nach kurzer 
Zeit eine Vertiefung der Farben statt, insbesondere der am stärksten um- 
lagerungsfähigen: Fuchsin S, Rotviolett, Wasserblau. 

Pepton gleicht also in seinem Verhalten dem Nuclein und Casein und 
besitzt keine elektrope Wirkung. 


14. Versuch mit Pepsin (Grübler). 

Die gleiche Farbstoffreihe wie im Versuch 12 und 13 wurde mit Pepsin- 
pulver versetzt. Es fand eine deutliche Verstärkung der Farben statt, als 
ein Zeichen dafür, daß das Pepsin keine elektrope Wirkung in Richtun? 
des Carbinols zu bewirken imstande war; das Pepsin verhält sich gleich 
dem Pepton, Nuclein, Casein, Euglobin (nach 24 Stunden Niederschläge 
bei Pyrrholblau und Kresylviolett). 


15. Versuch mit Trypsin (Grübler). 


Die gleichen Farbstoffreihen wie in den Versuchen 12 bis 14 geben 
nach Behandlung mit Trypsin fast dio gleichen Resultate wie Leuten: 
albumose im Versuche 12. Die Proben entfärbten sich schon nach kurze! 
Zeit ziemlich stark. Einige Proben, wie Fuchsin S, Rotviolett, erhielten 
einen gelblichen, Wasserblau, Pyrrholblau einen grünlichen Stich. Ne 
wurden 5 bis 6 Stunden lang stehen gelassen und die Lösungen mit Salz- 
säure behandelt. Fuchsin S, Wasserblau, Rotviolett wurden deutlich 
vertieft als ein Zeichen dafür, daß das Trypsin eine gute elektrope Wirkung 
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in Richtung des Carbinols wie etwa Deuteroalbumose und Blutalbumin 
besitzt, und sich also entgegengesetzt wie Pepsin, Pepton, Nuclein, Casein 
und Euglobulin verhält. 

16. Versuch mit Deuteroalbumose und Pepton. 

Die durch Deuteroalbumose entfärbten Farbstofflösungen von Fuchsin F, 
Rotviolett, Wasserblau konnten durch Pepton (direkte Zugabe zu den 
Lösungen) schwach regeneriert werden. 

Auf Grund der mitgeteilten Versuche sind in erster Linie bestimmte 
Regelmäßigkeiten in dem Verhalten der Farbstoffe festzustellen, welche die 
Zusammenstellung eines elektropen Farbstoffsystems ermöglichen, in 
zweiter Linie sind auch die Ladungsstoffe auf Grund ihrer beobachteten 
Eigenschaften in ein System zu bringen, und drittens weisen die beiden 
Systeme: dasjenige der Farbstoffe und der Ladungsstoffe, gewisse Be- 
zehungen auf. 

System der Farbstoffe. 

Es ist aus den Versuchen klar ersichtlich, 

1. daß die Sulfosäurefarbstoffe durch stark negativ geladene 
Kolloide leicht zu entfärben sind, die basischen dagegen 
kaum oder überhaupt nicht, 
daß die einzelnen Glieder innerhalb der sauren und der basischen 
Farbstoffgruppen eine verschiedene Empfindlichkeit gegenüber 
den umlagernden Kolloiden aufweisen, 

3. daß durch dies chwach negativ geladenen Kolloide, vornehmlich 
die Sulfosäurefarbstoffe, aus der farblosen Carbinolform farbig 
zu regenerieren sind, 

4. daß die basischen Farbstoffe durch ihre große Adsorbierbarkeit 
ausgezeichnet zind, welche um so mehr ausgeprägt ist, je mehr 
die negative Ladung des adsorbierenden Kolloids abnimmt. 

Wir können demnach zwei Farbstoffgruppen unterscheiden, welche 
in einem Farbstoffsystem zusammengefaßt werden können. 

Die gemeinsame Eigenschaft der beiden voneinander scharf diffe- 
rierenden Gruppen, welche ihre Zusammenfassung in einem System 
erlaubt, ist das Verhalten der beiden Gruppen gegen chemische Agenzien, 
wie Laugen und Wasserstoffsuperoxyd, durch welche sie ohne Rück- 
sicht auf ihre physikalischen und chemischen Eigenschaften entfärbt 
werden — und auf welche wir in dem phänomenologischen Teil bereits 
hingewiesen haben. 

Demnach ist also der Unterschied zwischen den beiden Farbstoff- 
gruppen kein qualitativer, sondern ein quantitativer, denn beide 
Gruppen werden durch die stark negativ geladenen OH-Ionen und 
Wasserstoffsuperoxyd entfärbt. Es soll jedoch erwähnt werden, 
daß die Empfindlichkeitsreihe der Farbstoffe in bezug auf diese 
chemischen Agenzien dieselbe ist, wie in bezug auf negativ geladene 
Kolloide. Wir möchten also das von uns experimentell gefundene 
Farbstoffsystem wie folgt charakterisieren : 


La 
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Gruppe I 


Sulfosäurefarbstoffe: 
Negativ geladen 


Leicht entfärbt durch stark negativ 
geladene Kolloide 


Nicht bzw. schlecht adsorbierbar 
durch stark negativ geladene 
Kolloide 


Gut regenerierbar ausdem farblosen 
Carbinolzustande durch schwach 
negativ geladene Kolloide 


Reihenfolge: 
Rotviolett > Fuchsin S > 
Wasserblau > Lichtgrün > 
Pyrrholblau 


Farbstoffsystem. 


Basische Farbstoffe: 
Positiv geladen 


Nicht oder nur schwer entiärb 
durch stark negativ geladen: 
Kolloide 


Gut adsorbierbar durch stark nega 
tiv geladene Kolloide 


Nicht oder unwesentlich regene 
rierbar durch schwach negar: 
geladene Kolloide 


Reihenfolge: 
Fuchsin > Malachitgrün = 
Methylviolett > Gentianaviolett > 
Kristallviolett 


Gemeinsames Verhalten der beiden Gruppen: Entfärbbarkeit durch Laugen 
und Wasserstofísuperoxyd in der angegebenen Reihenfolge. 

a folgt also aus den Beobachtungstatsachen der allgemeine 
Schluß, daß die negative Ladung der Farbstoffmoleküle die Umlagerung 
begünstigt und erhöht, die positive dagegen erschwert und erniedrigt. 
Je leichter umlagerungsfähig also ein Sulfosäurefarbstoff, desto größer 
notwendigerweise seine negative Ladung, und je schwerer entfärbbar 
also ein basischer Farbstoff, desto größer die positive Ladung des 
Farbstoffmoleküls. Wir möchten also mit Hinweis darauf, daß dir 
Empfindlichkeit der Farbstoffmolekúle durch das Vorzeichen uni 
Größe der Ladung hedingt ist, die oben angegebene Empfindlichkeit:- 
skala als Ladungsreihenfolge der Farbstoffe bezeichnen. 


System der Ladungestoffe. 

Es sei vorerst hervorgehoben, daß wir zu unseren Versuchtn 
negativ geladene Ladungsstoffe kolloider Natur verwendeten, welche 
sich ebenso wie die Farbstoffe in eine Ladungsreihenfolge ordnen ließen. 
welche wir in folgender Zusammenstellung zurückgeben. In dieser 
Zusammenstellung sind auch die Sulfosäurefarbstoffe als negativ ge- 
ladene Körper aufgenommen. 





Gruppe I Gruppe II Gruppe II 
stark negativ Übergangsglieder schwach negativ 
Schwefel, Kaolin >- Sulfosäurefarbstoffe ~ Euglobulin 
Blutalbumin Cellulose ke 
Ejeralbumin Natriumnuclein Ponsin 
Blutalbumose Serumglobulin P H 
z ; epton 
Deuteroalbumose 


Trypsin 
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Wir möchten auf Grund dieser Zusammenstellung versuchen, die 
experimentell beobachteten Erscheinungen zu erklären. 

Befindet sich in einem System ein Sulfosäurefarbstoff und ein 
Glied aus der Gruppe I, so ladet sich das Wasser negativ auf und die 
Sulfosäure wird infolge elektroper Tautomerisation schneller oder 
langsamer (je nach der angewendeten Sulfosäure) entfärbt. Befindet 
ich in einem System ein Sulfosäurefarbstoff und ein Glied der nach- 
stehenden Gruppe II oder Gruppe III, so verhält sich das Wasser so, 
als ob es positiv geladen wäre, und die Farbstofflösung bewahrt somit 
ihre Originalfarbe. 

Befinden sich also in einem System zwei Glieder von zwei ver- 
schiedenen negativ geladenen Ladungsgruppen, so ist das Glied der 
niedriger stehenden Gruppe negativ, dasjenige der höherstehenden 
Gruppe positiv gegen den niedrigstehenden geladen, ebenso wie bei 
Berührung zweier Metalle der Voltaschen Reihe eine Potentialdifferenz 
zwischen beiden besteht und sich der niedriger stehende positiv gegen 
den höherstehenden aufladet. 

Der Zusammenhang der von uns beobachteten Erscheinungen mit der 
Coehnschen Regel!) läßt viel Wahrscheinlichkeit zu.  Coehn stellte be- 
kanntlich die Regel auf, daß sich jeder Stoff gegen einen Stoff von höherer 
Dielektrizitätskonstante negativ, gegen einen Stoff von niederer Di- 
elektrizitätskonstante positiv aufladet. Trotzdem in neuerer Zeit von 
J. Loeb und R. Beutner sowie R. Keller?) auf die große Bedeutung der 
Dielektrizitätskonstante bei Naturprozessen hingewiesen wird, möchten 
wir unsererseits eine Stellungsnahme bezüglich der Erklärung der von uns 
beobachteten Erscheinungen auf Grund der Coehnschen Regel, in Mangel 
exakter Messungen und trotz der verlockenden Wahrscheinlichkeit als 


verfrüht halten und möchten auch im weiteren unsere Beobachtungstatsachen 
als Grundlage der weiteren Betrachtungen beibehalten. 


Außer dem oben angeführten Verhalten der Farbstoffe und der 
Ladungsstoffe fanden wir noch die Adsorptionsprozesse außerordentlich 
bezeichnend für die sich abspielenden Ladungsvorgánge. Es wurde 
experimentell festgestellt, daß eine Adsorption der Sulfosäurefarbstoffe 
nur durch die höherstehenden Glieder, also durch diejenigen, welche sich 
gegen sie positiv verhalten, stattfindet, nicht aber durch die niedriger 
stehenden Glieder, welche in ihrer Gegenwart negative Ladungen erzeugen. 

Hier ist also dieselbe Gesetzmäßigkeit wie bei der Voltaschen 
Spannungsreihe zu beobachten, indem ein positiv geladener Körper 
aus seiner Lösung nur durch den schwächer positiv geladenen ab- 
geschieden wird, nicht aber durch einen stärker positiven. Befindet 
sich also in einer Lösung das farblose Carbinol, so wird aus diesem 
der Farbstoff nur bei Anwesenheit der höherstehenden Glieder der 





') L. Michaelis, Die Wasserstoffivnenkonzentrationen. Springer, 1920. 


*) R. Keller, diese Zeitschr. Elektrohistologische Untersuchungen. 
Prag, Smichow, 1920. 
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Gruppe II und III unter gleichzeitiger Adsorption regeneriert, da 
sich die höher stehenden negativen Kolloide in Gegenwart der niedriger 
stehenden Sulfosäuren als positiv geladene Körper verhalten. Eine 
Regeneration und somit Adsorption der Farbstoffe findet durch die 
Glieder der niedriger stehenden Glieder der Gruppe I nicht statt. 

Mit Rücksicht darauf, daß wir in unseren Versuchen mit Farb- 
stoffen und Kolloiden Regelmäßigkeiten beobachten konnten, welche 
eine große Analogie mit dem Gesetz der Kontaktelektrisierung der 
Metalle nach Volta aufwiesen, haben wir im folgenden einen Zusammen- 
hang zwischen der Voltaschen Spannungsreihe und dem Umlagerung- 
vermögen der Metallionen gegenüber unseren Farbstoffen aufzufinden 
versucht, indem wir auf Grund unserer an Kolloiden gewonnenen Er- 
fahrungen angenommen haben, daß zwischen elektrostatischen Ladungen 
und Tautomerisationsvorgängen ein ursächlicher Zusammenhang be- 
stehen muß. 


Versuchsserie II. 
Versuche mit Metallen und Metalloiden. 


Wir haben unsere Versuche in der Weise vorgenommen, daß wir etwa 
2 ccm der 0,1prom. Farbstofflösungen in Reagenzglásern mit den Metallen 
(in Pulver, Stäbchenform usw., so wie sie uns zur Verfügung standen) ın 
in Berührung brachten. Da wir leider über kleine Mengen der Metalle ver- 
fügten, haben wir unsere Versuche hauptsächlich mit den beiden Anta- 
gonisten: Fuchsin S und Fuchsin angestellt und die Versuche nur nach 
Möglichkeit auf andere Farbstoffe ausgedehnt. Wir mußten darauf 
vorderhand verzichten, mit einern jeden einzelnen Metall die ganze Farb- 
stoffreihe zu prüfen, um so mehr, da dies auch nicht der eigentliche Zweck 
der vorliegenden Untersuchungsserie bildete. Es genügte für und al: 
hauptsächlich, die Versuche mit den Hauptpräsentanten Fuchsin S und 
Fuchsin ‚auszuführen. 


A. Versuche mü Fuchsin S, Fuchsin usw. 

l. Magnesium (pulverförmig, bedeckt die Kuppe des Reagenzglases). 
Fuchsin $ in einigen Minuten entfärbt, Fuchsin in etwa einer Viertelstunde 
entfärbt. Salzsäurezusatz zu den Filtraten bewirkt eine Farbstoff- 
regeneration. 

` 2. Zink (Pulver und körnig; etwa 1 bis 2g zu jeder Probe). Schnelle 
Entfárbung, besonders beim Schütteln bis zur Farblosigkeit: Fuchsin, 
Kristallviolett, Hoffmannsviolett, Fuchsin S, Rotviolett. Aus den ent- 
färbten Lösungen werden Fuchsin, Fuchsin S, Rotviolett durch Salzsäure 
regeneriert. Dio entfärbte Fuchsinlösung regeneriert durch die orangegelbe 
Zwischonfarbe. 

3. Blei (Späne 3 bis 5 Stück zu einer Probe). Fuchsin, Fuchsin $, 
Rotviolett wurden mit den Metall geschüttelt, schnelle Entfärbung der 
Sulfosäuren. Durch Salzsäure mit +++ regeneriert. Nach 24 Stunden 
Fuchsin nur leicht entfärbt, nach 24 Stunden ist die Fuchsinlösung nech 
immer bis + ++ gefärbt. 

4. Cadmium (3 cm langer runder Stab). Nach 5 bis 6, nach 24 und nach 
48 Stunden Fuchsin S entfärbt, Fuchsin unangegriffen. 
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5. Aluminium (Pulver, bedeckt die Kuppe des Reagenzglases). Versuch 
mit Rotviolett, Fuchsin S und Fuchsin. Nach 6 Stunden Rotviolett stark, 
Fuchsin S sehr stark, Fuchsin kaum entfärbt. Nach 24 Stunden Rot- 
violett vollständig, Fuchsin S noch stärker, Fuchsin etwas entfärbt. Nach 
48 Stunden Rotviolett vollständig, Fuchsin S farblos, Fuchsin etwas entfärbt. 

6. Eisen (Pulver, Kuppe bedeckt). Nach 6 und nach 24 Stunden 
Fuchsin S ganz entfärbt, Fuchsin unangegriffen. Nach 48 Stunden 
Fuchsin S ganz entfärbt, Fuchsin fast unangegriffen. 

7. Kobalt (bohnengroßes Stück). Fuchsin S nach 24 und nach 
43 Stunden unverändert, Fuchsin ebenfalls. 

8. Nickel (viereckig, Kantenlänge etwa lcm). Nach 24 und nach 
48 Stunden Fuchsin S stark entfärbt, Fuchsin etwas heller. 

9. Kupfer (2 bis 3 linsengroße Stücke, rund). Nach 6 und nach 
24 Stunden Fuchsin S leicht heller, Fuchsin unverändert. Roter runder 
Kupferstab etwa 0,8cm Durchmesser und 4cm Länge Nach 6 und 
nach 48 Stunden Fuchsin S stark entfärbt, Fuchsin unverändert. 

10. Zinn (Stab von etwa 0,4 mm Durchmesser, Kantenlänge 2 cm). 
Nach 24 und nach 48 Stunden Fuchsin S sehr Sea angegriffen, 
Fuchsin unangegrifíen. 

11. Mangan (kleines, bohnengroßes Stück). Nach 6 Stunden leichte 
Entfárbung von Fuchsin S, Fuchsin unangegriffen. Nach 24 und nach 
45 Stunden stärkere Entfärbung von Fuchsin S, Fuchsin unangegriffen. 

12. Wismut (eckiges Stück von Lem Durchmesser). Nach 24 und 
nach 48 Stunden Fuchsin S schwach entfärbt, Fuchsin unangegriffen. 

13. Quecksilber (etwa 2 ccm zu jeder Probe, gut geschüttelt). Keine 
nennenswerte Entfärbung selbst nach 48 Stunden von Rotviolett, Fuchsin S 
und Fuchsin. 

14. Silber. 1. Draht von etwa 6cm Länge Fuchsin S und Fuchsin 
bis 48 Stunden unverändert. 2. Große Silberschale in die 5 ccm Farbstoff- 
lösung gegossen wurden. Nach 48 Stunden Fuchsin S ++ — +++.. 
Fuchsin +++. 

15. Platin. 1. Kleines Platinblech. Fuchsin und Fuchsin S nach 
48 Stunden unverändert. 2. Kleine Platinschale, derselbe Befund nach 
24 Stunden wie oben. 























Ubersichtstabelle 
úber die EE des Fuchsins S und Fuchsins nach 48 Stunden. 
Nr. Metall ` | Fuchsin S Fuchsin 
Lo Ma farblos farblos 
2 Zn DERE 5 $ 
3 Pb | ” ei 
4 Cd i +++ 
5 Al | f IE 
‘Fe | ++ 
7 Ni | SES ++ 
8 Cu | e LE 
EE E ++ +++ 
10 Hg. TT T 
11 Sn . -p -+ +++ 
2. Bi. ÚS er 
D ` Co. | ++ +4 
4 | Ag. gé Se EE er 
5 | pr. +++ +++ 
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Versuche mit Wasserblau. 


Über diese Versuche soll folgendes zusammenfassend berichtet werden. 
Entfärbung in etwa 1 Minute bis !/, Stunde durch Zn, Mg, Fe; starke 
Entfärbung in etwa 1 bis 3 Stunden durch Cd, Pb, Al, Cu, Co. Nach 24 Stun- 
den farblos Zn, Mg, Fe, Cd, Pb. Nach 24 Stunden gefärbt Al, Cu, Ni, Co. 
Nach 24 Stunden gefärbt Bi, Sn, Mn, Hg, Pt, Ag. 

Im folgenden möchten wir die beobachteten Adsorptionserscheinungen 
der Farbstoffe an Metalloberflächen kurz zusammenfassen. 

Die Metalle beschlagen sich mit den Farbstoffen wie mit einem Oxyd, 
insbesondere sollen aus unseren Beobachtungen folgende hervorgehoben 
werden: 

Sn beschlug sich mit Fuchsin S und Wasserblau in 24 Stunden, Cd in 
24 bis 48 Stunden. Cu, Pb, Ni, Al, Mn beschlugen sich wenig mit Fuchsin 3 
und Wasserblau. Pb, Ni und auch Sn, Mn beschlugen sich insbesondere an 
den Ecken und Kanten mit Vorliebe. 

Die Farbstoffe waren weder durch starkes Schütteln mit Wasser, 
noch durch starkes Reiben von der Oberfläche zu entfernen. 





Versuche mit kolloidalen Metallen. 


Es wurden etwa 2 ccm der Farbstofflösungen von Rotviolett, Fuchsin $ 
und Wasserblau von 5 bis 6 Tropfen unserer zur Verfügung stehenden 
kolloidalen Handelspráparaten: Fulmargin, Argochrom, Argentum kolloidale 
lprom. Kollargol, Elektroferrol zusammengebracht. Es erfolgte fast aus- 
nahmslos eine starke Entfärbung der Farbstoffe, welche nach einer Be- 
handlung der entfärbten Lösungen mit einem Tropfen n/10 Salzsäure 
mit Leichtigkeit regeneriert werden konnten. Leider verfügen wir nicht 
über reine kolloidale Metallösungen, jedoch genügen die oben referierten 
Versuche über die prinzipiell wichtige Tatsache, daß kolloidale Metalle 
die elektrope Tautomerisation zu bewirken imstande sind. Aus den mit- 
geteilten Versuchsserien ist trotz der groben Versuchsmethode zu ersehen, 
daß die Metalle im großen und ganzen eine Ladungsreihenfolge erkennen 
lassen, welche wie folgt, zusammengestellt werden kann: 




















Gruppe 1 | Gruppe Il | Gruppe Ill 
Fuchsin S, i Fuchsin S, | ` Fuchsin S, kaum 
gut entfärbend | mäßig entfärbend bzw. nicht entfärbend 
Mg, Pb, Zn, Cd | Al, Fe, Ni, Cu, Mn Hg, Sn, Bi, Co, Ag, Pt 
Fuchsin, entfärbend Fuchsin, |i Fuchsin, nichtentfärbend 
Mg, Zn | wenig entfärbend © Cu, Cd, Hg, Sn, Co, 
| | Pb, Al, Fe, Ni, Bi,Mn | . Ag, Pt 


Wir móchten die von Volta praktisch ermittelte Spannungsreihe der 
Metalle!), die durch Nernst ermittelte Spannungsreihe sowie die durch 
Bredig gefundene Zerstäubungsreihenfolge im folgenden angeben: 


Volta: Zn, Cd (Pfaff), Pb, Sn, Fe, Cu, Ag, Pt (Pfaff). 
Nernst: Mg, Al, Mn, Zn, Cd, Fe, Co, Ni, Pb, Hg, Ag, Pt. 
Bredig: Mg, Al, Fe, Ni, Cd, Cu, Pt, Sn, Pb, Ag. 


1) Müller- Pouillets Lehrb. d. Phys. 4, I. 1909. 
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Es soll hervorgehoben werden, daß wir aus diesen Rohversuchen 
eine detaillierte Folgerungen ziehen wollen ; wir möchten nur erwähnen, 
aB Unstimmigkeiten auch in der Voltaschen Spannungsreihe, welche 
on späteren Autoren nachgeprüft wurde, einerseits wegen der 
seobachtungsfehler, andererseits wegen Unreinheit der Metalle, 
eobachtet werden konnten, und daß wir uns mit der prinzipiellen 
Analogie in dem Verhalten der Metalle und Kolloide gegenüber Farb- 
toffen, sowie mit der Beobachtungstatsache begnügen, daß sowohl in 
ler Enktfárbung der Farbstoffe, wie in ihrer Abscheidung (Adsorption) 
bzw. Regeneration aus dem farblosen Carbinolzustand Regelmäßig- 
keiten obwalten, welche mit den Prinzipien der Kontaktelektrisierung 
in auffallender Analogie stehen. 

Das elektrische Potential gibt sich also in einer Entfärbung oder 
in einer Adsorption bzw. Regenerationsadsorption kund, je nachdem 
das Potential des betreffenden Körpers, des Metalles oder des Kolloids 
ein größeres bzw. ein kleineres ist als dasjenige des angewendeten 
Yarbstoffes. Auf die Einzelheiten dieser Erscheinungen werden wir 
in den náchstfolgenderr Erklärungsversuchen eingehen, und es soll 
zum Schluß das prinzipiell wichtige Resultat hervorgehoben werden, 
daß intramolekulare chemische Umlagerungen durch elektrostatische 
Kräfte ausgelöst werden können, daß diese als äquivalente elektro- 
statische Adsorptionen betrachtet werden können, und daß die Be- 
dingungen des elektrostatischen Ladungsgewichtes der Ionen und der 


Kolloide durch die Gesetze der Kontaktelektrisierung gegeben zu sein 
scheinen. 


Erklärungsversuche der elektropen Erscheinungen. 
Die Farbstoffe. 


Wir müssen ein jedes Farbstoffmolekül als ein fertiges, geschlossenes 
System von einem bestimmten Energiegehalt betrachten, welches sich 
aus den verschiedensten Energiearten, wie kinetische, molekulare, 
elektrische Energie usw., zusammensetzt und in der wässerigen Lösung 
ein bestimmtes elektrisches Potential besitzt. 

Wenn wir nun ein an sich geschlossenes System äußeren Kräfte- 
einflüssen aussetzen, welche das Potential desselben zu verändern 
suchen, so gehen an diesem mit dem Auge verfolgbare Veränderungen 
vor sich. Diese beruhen in ihrem Wesen darauf, daß die Farbstoff- 
moleküle in ihrem Innern eine bewegliche OH-Gruppe besitzen, welche 
durch die Fremdladung wie eine Galvanometernadel aus ihrer Ruhelage 
verschoben wird. Diese Verschiebung macht sich in einer Farben- 
änderung bzw. Entfärbung der Farbstofflösung bemerkbar. Bei diesem 
Vorgange bewegt sich also die negativ geladene OH-Gruppe in dem 
elektrischen Felde des Farbstoffmoleküls. Ursprünglich besitzt die 
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O H-Gruppe nicht die genügende kinetische Energie, um das Kraftfeld 
des Farbstoffmoleküls zu überwinden und sich dadurch freie Beweglich- 
keit zu verschaffen, denn frei beweglich sind nur solche Ionen, welche 
dazu die entsprechende kinetische Energie besitzen. Nur die Fremd- 
ladung beeinflußt die Bewegung der OH-Gruppe in dem Kraftfelde 
des eigenen Molekülsystems. Es hängt von dem Sinn und der Größe der 
Fremdladung ab, welche Veränderungen sich im Molekül abspielen 
können, denn die Erfahrung lehrte, daß durch negative Ladungen 
nicht nur negativ geladene, sondern auch positiv geladene Farbstoffe 
entfärbt werden. Positiv geladene Farbstoffe werden also auch nur 
durch negative Fremdladungen entfärbt, und zwar aus dem Grunde. 
weil der bewegliche Pol im Kraftfelde des Farbstoffmolekúls auch 
bei den positiven Farbstoffen, ebenso wie bei den negativ geladenen. 
die negative OH-Gruppe ist. Es ist aber auch selbstverständlich. 
daß zur Bewegung der O H-Gruppe im elektrischen Felde eines positiv 
geladenen Farbstoffmoleküls eine viel größere negative Fremdladunz 
nötig ist als zur Verschiebung im Kraftfelde eines negativ geladenen 
Farbstoffs. Es folgt somit, daß zur Entfärbung des schwächst positiv 
geladenen Farbstoffmoleküls (Fuchsin) eine größere negative elektrisch: 
Fremdladung nötig ist, als zur Entfärbung des stärkst negativ geladenen 
Farbstoffs (Fuchsin S), was mit den Tatsachen gut übereinstimmt. 
Der Unterschied zwischen positiv und negativ geladenen, basischen und 
sauren Farbstoffen ist somit bezüglich ihres Verhaltens gegenüber Frenic- 
ladungen kein gegensätzlich qualitativer, sondern nur quantitativer. 

Wir können daher auf Grund unserer Beobachtungen und Be- 
trachtungen folgende Schlußsätze aufstellen: 


l. Die Verschiebung der OH-Gruppe im elektrischen Felde des 


Farbstoffmoleküls wird in Richtung des Carbinolpunktes ausschjjeßlich 
durch die negative Fremdladung bewirkt. 

2. Zur Entfärbung der positiv geladenen Farbstoffe ist ein größer‘ 
Potential erforderlich als zur Entfärbung der negativen. 

Wir haben im vorigen gesehen, daß die Triphenylmethanfarbstoffe. 
einerlei ob sie positiv oder negativ geladen sind, nur durch Zufuhr 
negativer elektrostatischer Ladungen tautomerisiert werden können. 
Die Carbinole entstehen also auf elektrostatischem Wege. Die intra- 
molekularen Umlagerungen werden durch elektrostatische Kräfte aus- 
gelöst und unterhalten. Wir nannten diejenigen Substanzen, welche 
dadurch ausgezeichnet sind, daß sie in ihrem Molekül durch elektro- 
statische Ladungen chemische Veränderungen erleiden, elektrope Sub- 
stanzen, die Erscheinung selbst Elektropie und den Umwandlungsprozeb 
elektrope Umwandlung. Die intramolekulare Umlagerung der Triphenyl- 
methanfarbstoffe stellt also nur eine Art der elektropen Umwand- 
lungen dar und wurde als elektrope Tautomerisation bezeichnet. 
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Die Ladungsstoffe. 

Wir haben bereits nur den allgemeinen Fall besprochen, welcher sich 
abspielt, sobald auf das Farbstoffgrundsystem eine Fremdladung ein- 
wirkt, welche das Energiegleichgewicht desselben zu verándern sucht. 
Vergegenwártigen wir uns nun diejenigen Verháltnisse, welche sich 
beim Auflösen der positiv und negativ geladenen Farbstoffe im destil- 
terten Wasser abspielen. | 

Betrachten wir zunächst als Grundsystem ein negativ geladenes 
Farbstoffmolekül in dem Anfangszustande als Pseudoammoniumbase. 
Diese belädt sich in der wässerigen Lösung mit einer positiv geladenen 
Ionenschicht, welche aus Wasserstoffionen des Wassers besteht, und 
mit der negativen Außenschicht, welche von den OH-Ionen des Wassers 
gebildet wird. Dieser Ladungsprozeß geht bis zur Erreichung eines 
elektrostatischen Gleichgewichts vor sich, so daß am Ende des Prozesses 
die Außenschicht genau so stark negativ geladen ist, wie das im Innern 
befindliche Farbstoffmolekül. ` 

Beim Auflösen eines positiv geladenen Farbstoffs im Wasser spielt 
sich das Umgekehrte des obigen Prozesses ab. Die Ladung der Außen- 
schicht repräsentiert also das Vorzeichen und die Ladungsstärke des 
Ladungskörpers. Negativ geladene Farbstoffe laden also das Wasser 
negativ, positiv geladene Farbstoffe dagegen positiv auf, und zwar 
mit einem Betrage, welcher der Ladungsstärke des Farbstoffmoleküls 
entspricht. 

Was geschieht nun mit einer solchen, im elektrostatischen Ladungs- 
gleichgewicht befindlichen wässerigen Farbstofflösung, falls auf die 
Farbstoffmoleküle eine fremde Ladung einwirkt? Diejenigen Stoffe, 
welche ungeachtet ihrer chemischen Natur bzw. ihres speziellen che- 
mischen Aufbaues eine Verschiebung des Ladungsgleichgewichts hervor- 
rufen und dadurch elektrope Wirkungen entfalten, nannten wir Ladungs- 
stofje. Die elektrostatische Wirkung dieser Ladungsstoffe auf die 
Farbstoffmoleküle, falls sie sich im selben Medium (Wasser) befinden, 
ist keine unmittelbare, sondern eine mittelbare. Die hohe Dielektri- 
zitätskonstante des Wassers schwächt nämlich die elektrostatische 
Aufeinanderwirkung der beiden Ladungen, und es spielen sich nun 
im Wasser um den zugesetzten Ladungsstoff — ungeachtet um das 
Vorhandensein der anwesenden Farbstoffmoleküle — bis zur Erreichung 
des Ladungsgleichgewichts die gleichen Prozesse ab wie beim Auflösen 
der Farbstoffe in Wasser. 

Eine Bedingung ist jedoch, daß der Ladungsstoff das Ionen- 
gleichgewicht des Wassers durch Abspaltung von H- oder OH-Ionen 
oder durch hydrolytische Spaltung des Wassers nicht zu stören vermag, 
daß dabei Adsorptionsprozesse etwa durch ungleiche Adsorption der 
H- und OH-Ionen nicht stattfinden, daß Konzentrationsveränderungen 
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durch Adsorption der Farbstoffmoleküle nicht entstehen. Ist námli 
der Ladungsstoff eine Säure, so sind freie, positiv geladene Wasserstof 
ionen in Lösung, welche das Wasser infolge ihrer außerordentliche 
starken Ladungen positiv aufladen, dessenungeachtet, ob das Was 
durch das Farbstoffmolekül positiv oder negativ aufgeladen war. I: 
der Ladungsstoff ein Alkali, so wird das Wasser ungeachtet auf de 
präexistierende elektrostatische Ladungsgleichgewicht negativ au 
geladen. Ist der Ladungsstoff ein Neutralsalz, so liegt, angenomme: 
daß zwischen Neutralsalz und Farbstoffmolekül keine chemisch 
Reaktion und kein kolloidchemischer Prozeß (z. B. Fällung) stat: 
findet, keine Störung des Ladungsgleichgewichts vor. Findet bei de 
Auflösung einer Verbindung hydrolytische Spaltung des Wassers i 
den Ionen statt, so wirken ebenfalls die H- bzw. OH-Ionen, welch: 
die stärkst geladenen aller Ionen sind. 


Elektropie durch Kolloide. 


Es ging aus den 'mitgeteilten Versuchen hervor, daß ebenso wi 
sich bei Berührung zweier positiv geladener Metalle das eine negativ 
gegen das andere auflädt, bei Berührung zweier negativ geladentr 
Kolloide, falls zwischen beiden eine Potentialdifferenz besteht, da: 
eine positive Ladung gegen das andere annimmt. 

Befinden sieh also in einem System zwei negativ geladene Kolloide. 
so ladet sich das schwächer negativ geladene positiv gegen das stärker 
negativ geladene auf. Ist das Kolloid stärker negativ geladen als ein 
negativ geladenes Sulfosäurefarbstoffmolekül, so entfärbt sich dr 
Farbstofflösung. Besitzt aber das Kolloid ein geringeres Potentia: 
als das gleichsinnig geladene Farbstoffmolekül, so findet eine positivt 
Aufladung des Kolloids statt, die Farbstofflösung verändert die Farl« 
nicht, es findet vielmehr eine Adsorption des Farbstoffs bzw. ihr 
Regeneration aus dem farblosen Carbinolzustande unter Adsorption 
statt. 


Elektropie durch Metalle. . 

Befassen wir uns vorerst mit dem Ladungssystem (Farbstoff 
ladung— Wasserladung gleich negativ). Wird in ein solches Systen 
ein festes Metall getaucht, so wird sich folgender Prozeß einstellen. 
Das Metall sendet positive Ionen von bestimmter Ladungsgröße in 
Lösung, welche das Ladungsgleichgewicht des Systems zu veränden 
suchen. Die positiven Metallionen werden unmittelbar durch di 
OH-Pole der Wassermoleküle umschichtet, wodurch in der Au Benz 
der Metallionen cine positive Ladung der H-Schicht sich befindet. Dieser 
Vorgang spielt sich jedoch nicht momentan ab, sondern allmählich, un 
dauert so lange, bis ein Ladungsgleichgewicht zwischen Metallionen 
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und Wasserstoffmolekülen sich eingestellt hatte. Gleichzeitig fließen 
aber in diesem fließenden Richtungsstrome, in welchem sich die Wasser- 
moleküle mit ihren OH-Polen den Metallionen zuwenden, auch die 
Farbstoffmoleküle mit ihren negativ geladenen Außenschichten. Die 
OH-Schicht der Farbstoffmoleküle schleppt somit das mit ihm zu- 
sammenbángende elektrostatische System (Hydroxyl— Wasserstoff — 
Farbstoffmolekül) bis zur Grenze der inneren positiven Ionenschicht. 
Der Farbstoff befindet sich also in der (positive Ionenschicht um- 
gebenden) negativen Ionenschicht, also in einer negativ geladenen Zone 
in unmittelbarer Nähe des Metalls. Ist die Ladung der negativen 
Schicht größer als die der positiven Schicht des Farbstoffs, so befindet 
sich das System in einem negativen Felde, welches laut unserer Aus- 
einandersetzungen den Ablauf des elektropen Vorganges, das ist die 
Entfärbung der Farbstofflösung, bewirken muß. 

Das Hineinschleppen des Farbstoffmoleküls in die negative Zone 
der Metalle hat auch noch andere Konsequenzen. Da nämlich die 
negativ geladene Schicht das Bestreben hat, die Oberfläche zu ver- 
kleinern, stehen die im Innern dieser Schicht befindlichen Carbinol- 
moleküle unter einem erhöhten Drucke, wodurch die Carbinolmoleküle 
in die positive Ionenschicht hineingepreßt werden, wodurch eine Ad- 
sorption der Carbinole unter Regeneration der Farbstoffe auf der 
Metalloberfläche zustande kommt. 

Schon an dieser Stelle sei hervorgehoben, daß bei Adsorptions- 
prozessen im allgemeinen das Vorzeichen der elektrostatischen Ladung 
des Absorbens und Adsorptes von prinzipieller Bedeutung ist und den 
Ladungsdruck bestimmt. Ein adsorbierbarer Körper kann sich also 
unter Umständen so verhalten, als ob er unter einem erhöhteren oder 
erniedrigten Drucke stehen würde. Es kommen also nicht nur die 
elektrostatischen AbstoBungs- bzw. Anziehungskräfte, sondern auch 
die durch diesen erzeugten Ladungsdrucke in Betracht. Unterwerfen 
wir nun das System (Farbstoffladung— Wasserladung gleich positiv) 
analogen Betrachtungen, so ist es klar, daß sich in einem positiven 
Kraftfelde kein elektroper Vorgang, also kein EntfárbungsprozeB ab- 
spielen kann, da ja dieses das Vorhandensein eines negativen Kraft- 
feldes fordert. Wir müssen daher das System (Farbstoffladung— Wasser- 
ladung gleich negativ) in Abhängigkeit von der Natur des angewendeten 
Metalls weiter betrachten. 

Die Metalle besitzen verschiedene Lösungstensionen. Metalle von 
geringer Lösungstension entfalten daher, falls die Ladung der negativen 
Außenzone eine schwächere oder die gleiche ist, als negative Schicht 
des Farbstoffs keine elektrope Wirkung. Metalle von mittelgroßer 
Lösungstension, welche eine größere Kraftfeldstärke als die Farbstoff- 
molekúle im Wasser erzeugen, bewirken daher eine langsame und 
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unvollständige Entfärbung der Farbstofflösungen. Metalle mit großer 
Lösungstension, welche starke negative Kraftfelder erzeugen, welche 
diejenige der Farbstoffmoleküle übertreffen, bewirken eine schnelle 
und vollständige Entfärbung der Farblösungen. 


Weiteres zur Kennzeichnung der elektropen Substanzen. 


Wir haben in den speziell konstituierten Triphenylmethanfarb- 
stoffen elektrope Substanzen kennen gelernt, welche also die Fähigktit 
besitzen, unter dem Einfluß elektrostatischer Ladungen sichtbar 
intramolekulare Umlagerungen zu erleiden. Wir erkannten, daß dies 
Substanzen, welche durch ihre hohe Empfindlichkeit gegen chemisch. 
wärme-, lichtstrahlende Energie ausgezeichnet sind, durch die elektro- 
statische Energie wesentlich beeinflußbar sind. 

Die Auffindung der elektropen Substanzen ist von höchster Wich- 
tigkeit, sowie auch die Kenntnis ihrer Umwandlungsarten. Vor allem 
müssen wir aus diesem Gesichtspunkte zwischen elektropen und op. 
elektropen Substanzen unterscheiden, und die elektropen bezüglich 
ihrer Umwandlungsarten in sichtbar und unsichtbar veränderlich: 
Gruppen einteilen. Die elektrope Veränderung der Farbstoffe offenbart 
sich in einer Entfärbung oder Farbenregeneration [Farbenumschlag?:]. 
Bei allen diesen Veränderungen, welche sich als sichtbare, mit dem 
Auge kontrollierbare Vorgänge erkenntlich machen, bleibt die Summ: 
der an dem elektrodynamischen Vorgange beteiligten konstituierenden 
Atome des Moleküls (abgesehen von Hydratations- und Dehydratation-- 
vorgängen) konstant. 

Es gibt nun Farbstoffe, welche reveräibel, und solche, welche ir- 
reversibel umgelagert werden?), und wir können daher die elektropen 
Farbstoffe in reversibel und irreversibel tautomerisierende Farbstoffe 
einteilen. 

Wir sind nach jahrelangen Erfahrungen darauf aufmerksam ge- 
macht worden, daß das Wasserstoffsuperoxyd, welches auf Grund seiner 
eigenen elektrostatischen Ladung als Ursache zahlreicher elektroper 
Umwandlungen dient, durch gewisse Ladungsstoffe selbst eine elektrope 
Umwandlung erleiden kann, welche in einer Zerlegung seines Molekül: 
in Wasser und Sauerstoff besteht. 

Zum besseren Verständnis sei darauf aufmerksam gemacht, dab 
das Wasserstoffoxyd und die Triphenylmethanfarbstoffe gegenüber 
elektrostatischen Ladungen ein analoges Verhalten zeigen. 


1) Die Beziehungen zwischen Farbenumschlag und Dispersität der 
elektropen Farbstoffe werden auf Grund der Wo. Ostwaldschen Lehre 
(Koll. Chem., Beihefte 10, 1919) gesondert studiert. 

2) L. Karczag, diese Zeitschr. 132, 270, 1922. 
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Wir sahen bereits, daß die Farbstoffe durch O H-Ionen und nega- 
tive Ladungen aus dem labilen Farbstoffzustande in den stabilen 
Carbinolzustand übergeführt werden. Die Wasserstoffionen und posi- 
tiven Ladungen bewirken den entgegengesetzten Vorgang, sie über- 
führen somit die Carbinole in Farbstoffe. Die Erfahrung lehrt, daß 
das Wasserstoffsuperoxyd ein analoges Verhalten wie die Farbstoffe 
aufweist. Säuren und positive Ladungen wirken auf Wasserstoff- 
superoxyd stabilisierend, zersetzungshemmend, Alkalien und negative 
Ladungen dagegen zersetzend!). Das Wasserstoffsuperoxyd erleidet 
daher unter dem Einfluß negativer elektrostatischer Ladung eine un- 
regenerierbare Zerstörung, welche wir uns wie folgt vorstellen möchten. 

Denken wir uns unter den vielartigen Bildungsweisen des Wasser- 
stoffsuperoxyds diejenige in atmosphärischer Luft bei Gewittern und 
betrachten wir den Augenblick, in dem ein Blitz durch die Atmosphäre 
schlägt. Es werden sich Sauerstoffatome, welche wir uns als rotierend 
von ellipsoidartiger Figur vorstellen und bei denen die Pole die La- 
dungen tragen bzw. die Affinitäten bedeuten, gleichzeitig an beiden 
Polen mit zwei positiven Wasserstoffatomen beladen, wodurch ein 
elektroneutrales Wasserstoffmolekül entsteht. Es werden sich aber 
gewisse Sauerstoffatome nicht gleichzeitig an beiden Polen symmetrisch 
mit Wasserstoffatomen beladen, und es wird ein Augenblick entstehen, 
in dem sich freie negative OH-Gruppen bilden. Diese O H-Gruppen be- 
sitzen jedoch an der Stelle der freien Ladung laut Verteilungsprinzip 
der Elektrizität auf die Oberfläche eine größere Ladungsdichte. Das 
Sauerstoffatom, welches also im atomistischen Zustande die Form eines 
efórmigen Konduktors besitzt, dessen Potentialflächen an den spitzen 
Enden gleich stark verdichten, ändert also durch Bindung eines Wasser- 
stoffatoms seine Oberfläche, wodurch die freie Ladung und somit auch 
die elektrische Kraft des Atoms eine Änderung erleidet. 

Wenn wir uns nun vorstellen, daß solche elektrostatisch unsymme- 
trische O H-Gruppen einerseits mit H-Atomen, andererseits mit anderen 
freien OH-Gruppen zusammenstoßen, so entstehen dadurch im ersten 
Falle symmetrische elektroneutrale Wassermoleküle, im zweiten Falle 
jedoch Doppelhydroxyle als elektrostatische Anlagerungsverbindungen. 
Die Anlagerung der OH-Gruppe erfolgt dort, wo die negative Ladung 
der Oberfläche eine geringere Dichte besitzt; die elektrostatische Kon- 
stitution des Wasserstofísuperoxyds dürfte also in diesem Falle wie 
folgt aussehen: H—O | 

pl Elektrostatische Gleichgewichtszone. 


O—H 





*) Interessante Analogien mit den elektropen Farbstoffen weist das 
‚0, in seinem Verhalten gegen Ladungsstoffe in den Versuchen von 
Liesegang auf. Siehe Beiträge zu einer Kolloidchemie des Lebens 1909, S. 62. 
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Diese Entstehungsdynamik der Wasserstoffsuperoxydmolekül 
bzw. die geschilderte elektrostatische Konstitution würde uns manche 
Erfahrungstatsachen erklären: 

l. die negative Ladung des Wasserstoffsuperoxyds, 

2. die stärkere negative Ladung des Wasserstoffsuperoxyds al; 

diejenige der Hydroxylionen, 

3. die Analogie in dem chemischen Verhalten des Wasserstoff- 

superoxyds mit Laugen, | 

4. die Zersetzlichkeit des Wasserstoffsuperoxyds (bzw. seine Neigung ' 

zur Explosion) insbesondere durch Laugen. 

Nehmen wir nun an, daß eine extramolekulare negative Ladung 
infolge elektrostatischer AbstoBungsgrúnde die Oberfläche des Wasser- 
stoffsuperoxyds zu verkleinern sucht. Sobald infolge dieser Druck- 
wirkung die beiden OH-Gruppen, welche sich voneinander in einer 
durch elektrostatische Gesetze genau bestimmten Entfernung befinden, 
gezwungen sind, ihre Stellen zwecks Oberflächenverkleinerung zu ver- 
lassen, so entstehen dadurch neue elektrostatische und chemisch" 
Prozesse. Es erfolgt eine Verkleinerung der Oberfläche unter Ab- 
spaltung von atomistischem Sauerstoff unter Bildung eines bestándiger 
chemischen Körpers, dem symmetrisch gebauten elektroneutralen 


Wasser und 
| 
H Y O-— 


In diesem Augenblick kann von einem einseitig hydratisierten Sauerstoff- 
molekül gesprochen werden, 
(OH, . O). 

Bei weiterem Zerfall, insbesondere in der Wárme, dehydratisiert 
sich das Sauerstoffatom, indem es sich mit einem anderen zu einem 
Molekúl vereinigt und in Gasform entweicht. 

Demnach kann die Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds als ein 
elektrostatischer Vorgang aufgefaßt werden. Diese elektrostatische Um- 
wandlung ist, sobald der atomistische Sauerstoff in Gasform entweicht. 
ein sichtbarer Vorgang, ebenso wie die elektrostatische Entfärbung 
bzw. Farbenregeneration der elektropen Farbstoffmoleküle. Das Auf- 
treten der Gasblasen stellt das letzte nicht umkehrbare Stadium eines 
elektrostatischen Stabilisierungsvorganges vor. 

Die Zerlegung des Wasserstoffsuperoxyds durch elektrostatische 
Ladungen stellt also einen typischen irreversiblen Vorgang vor, bel 
dem die Zahl der Atome infolge elektrostatisch bewirkter Zersetzung 
des Moleküls im Endzustande eine geringere ist als im Anfangszustande. 
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Zum Schluß sei noch erwähnt, daß das Wasserstoffsuperoxyd als 
elektrope Substanz ebenso wie die elektropen Farbstoffe noch die 
Eigenschaft besitzt, unter dem Einfluß von Wärme-, Licht- und strah- 
lender Energie zersetzt zu werden. Auf Grund unserer Ausführungen 
kommen wir zu einer genaueren Definition der Elektropie. Die elektrope 
Eigenschaft ist eine Teileigenschaft konstitutionell veränderlicher, 
gegen die verschiedenen Formen von Ätherschwingungen äußerst 
empfindlicher Körper, welche wir am besten mit dem Sammelnamen: 
dystrope Substanzen bezeichnen möchten. Die Bezeichnung Elektropie 
bedeutet also nur die Veränderlichkeit durch die elektrostatische 
Energie, ebenso wie die Phototropie die Veränderlichkeit durch Licht, 
Thermotropie durch Wärme, Radiotropie durch dieradioaktive Strahlung 
bedeutet. | 


Die Elektropie als primärer Vorgang in zusammengeseizien Systemen. 

Wir haben bereits experimentell bewiesen, daß chemische Ver- 
bindungen unter dem Einfluß von elektrostatischen Ladungen in 
ihrem Molekülbau derart verändert werden, daß dadurch Verbindungen 
mit neuen physikalischen und chemischen Eigenschaften entstehen. 
Die elektrostatischen Ladungen induzieren somit im Innern der Mole- 
küle chemische Prozesse. 

Im weiteren Ausbau dieser elektropen Umwandlungen möchten 
wir im nächsten über Versuche berichten, aus denen die prinzipiell 
wichtige Tatsache hervorgeht, daß die elektrostatische Attraktion unter 
Umständen eine weit größere Kraft als die chemische Affinität darstellt, 
und daß in zusammengesetzten Systemen unter dem Einfluß der elektro- 
statischen Ladungen die elektrope Tautomerisation primär abläuft, ehe 
sich die chemischen Umwandlungsprozesse einstellen. 

Wir wählten zum Studium dieser Erscheinungen die katalytische 
Zerstörung von Farbstoffen durch Wasserstoffsuperoxyd und Eisen- 
chlorid als Oxydator. 

Wir haben bereits in früheren Versuchen festgestellt, daß eine 
große Anzahl von Farbstoffen durch Wasserstoffsuperoxyd und Metall- 
salze als Katalysatoren in unregenerierbarer Weise zerstört werden 
können). 

Wir haben ferner in vorhergehenden Ausführungen darauf hin- 
gewiesen, daß die Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds als ein elektro- 
statischer Vorgang aufgefaßt werden kann, und daß die sichtbare 
Sauerstoffgasentwicklung das letzte Stadium eines elektrostatischen 
Stabilisierungsvorganges darstellt. Wie sahen aber, daß das Wasser- 
stoffsuperoxyd, vermöge seiner stark negativen Ladung als ein Ladungs- 





1) L. Karczag, diese Zeitschr. 117, 69; 119, 16. 


370 L. Karczag: 


stoff wirken und die elektrope Umwandlung von Farbstoffen ver- 
anlassen kann. In einem System, in dem sich ein elektroper Farbstoff 
und Wasserstoffsuperoxyd befinden, fungiert letzteres als Ladungs- 
körper. In einem System, wo Wasserstoffsuperoxyd und Ferriionen 
zugegen sind, fungiert das Wasserstoffsuperoxyd als Substrat, worauf 
seine Zersetzung durch den Katalysator hinweist. Bei gleichzeitiger 
Anwesenheit von Farbstoff, Wasserstoffsuperoxyd und Ferriionen 
wirkt das H,O, als Ladungskörper auf den Farbstoff, erleidet aber 
selbst infolge seiner elektropen Natur eine Umwandlung bzw. Zer- 
setzung. 

Der in Freiheit gesetzte atomare Sauerstoff wird durch den 
Katalysator an die Farbstoffmoleküle verankert, wodurch diese in 
unregenerierbarer Weise zerstört werden. In einem System (elektro per 
‚ Farbstoff + Wasserstoffsuperoxyd + Eisenchlorid) müssen sich also fol- 
gende Prozesse ablaufen: 

1. Elektrope Tautomerisation des Farbstoffmoleküls unter Ein- 

wirkung von Wasserstoffsuperoxyd als Ladungskörper, 
2. die elektrope Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds durch die 
Ferriionen als Ladungskörper, | 

3. die Zerstörung des elektrop tautomerisierten Farbstoffs bzw. 
des farblosen Carbinols durch Verankerung von atomarem 
Sauerstoff durch die Ferriionen als Oxydatoren. 

Wählen wir nun anstatt der elektropen Farbstoffe anelektrope 
zum Substrat, behalten aber unter gleichen Versuchsbedingungen das 
Wasserstoffsuperoxyd und das Eisenchlorid als Komponenten, so ist 
es klar, daß sich in diesem Falle, anstatt der vier oben angegebenen 
Prozesse, nur die drei letzteren verwirklichen können. Sind also 
unsere diesbezüglichen Voraussetzungen richtig, so müssen wir auch 
in der Lage sein, den primär einsetzenden elektropen Vorgang expen- 
mentell dadurch nachzuweisen, daß wir den farblos gewordenen Farb- 
stoff aus dem Carbinolzustande im geeigneten Moment regenerieren, 
bevor er gemäß des dritten Teilprozesses chemisch zerstört wird. 

Ferner mußte sich ein Unterschied zwischen den Systemen mit 
elektropen bzw. anelektropen Farbstoffen darin kundgeben, daß bel 
ersteren die Inkubation der Sauerstoffentwicklung eine längere, bel 
letzteren dagegen eine kürzere Zeit aufweist, da ja im ersten Falle die 
elektrope Umwandlung des Farbstoffs primär ablaufen und für sich 
eine gewisse Zeit in Anspruch nehmen muß. 

Wir haben also im nächsten zwei Versuchsserien angestellt, m 
denen wir die experimentelle Prüfung unserer bereits erörterten Er- 
wägungen vorgenommen haben. 

Wir verwendeten zu unseren Versuchen frisch hergestellte Farb- 
stofflösungen, da sich die Herstellung aus konzentrierten Standard- 
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lösungen als ungeeignet erwies. Die Farbstoffe wurden daher auf der 
analytischen Wage abgewogen und direkt zu 0,l prom. Lösungen ver- 
arbeitet. Die Versuche wurden mit 2ccm Farbstofflösung, mit einem 
Tropfen 20proz. Eisenchloridlösung und zwei Tropfen einer 20 proz. 
gewöhnlichen Wasserstoffsuperoxydlösung ausgeführt. 


Versuch 1. 


Wir haben folgende elektrope Farbstoffe mit Eisenchlorid und Wasser- 
stofísuperoxyd behandelt: Fuchsin S, Wasserblau, Lichtgrün, Fuchsin, 
Rubin, Brillantgrün, Methylgrün, Kristallviolett, und warteten ab, bis sich 
die einzelnen Proben stark entfärbten. Sodann setzten wir nahe zur Ent- 
färbungsgrenze einen Tropfen n/10 Salzsäure hinzu, in der Annahme, daß 
der Farbstoff in diesem Stadium nur die elektrope Umwandlung durch- 
gemacht hatte, chemisch aber noch unangegriffen ist, und sich infolgedessen 
durch HC] regenerieren läßt. Es zeigte sich in der Tat, daß die Farbstoffe 
aus Ihrem elektrostatisch erzeugten farblosen Carbinolzustande oft noch 
mit der alten Farbstärke zu regenerieren sind. 


Versuch 2. 


Zu diesen Versuchen verwendeten wir elektrope und anelektrope 
Farbstoffe, welche wir dann in der oben angegebenen Weise mit Eisenchlorid 
und H,O, behandelten, wobei sich unser Augenmerk auf die Inkubationszeit 
der Sauerstoffentwicklung bzw. auf das Erscheinen: der Sauerstoffgasblasen 
richtete. Die Beurteilung der Inkubationsdauer ist zwar oft schwierig; 
weshalb die angegebenen Zeitpunkte nur einen aproximativen Wert be- 
deuten. Wir möchten die erhaltenen Resultate in folgender Zusammen- 
stellung zurückgeben: die elektropen Farbstoffe sind durch fettgedruckte 
Buchstaben, die anelektropen durch gewöhnliche Buchstaben kenntlich 
gemacht. 

. Inkubationszeit A bis 10 Sekunden: Alizarinsulfosáure, Azoblau, Eosin, 
Fluorescein, Crocein, Bordeaux, Anthracenblau, Biebricher Scharlach, 
Coecinin, Purpurin, Gallen, Wollschwarz, Trypanrot, Magdalarot, Benzo- 
purpurin, Anilingelb, Methylorange, Bismarckbraun, Tartracin, Nigrosin, 
Ervthrcsin, Pyronin, Lichtgrün, Wasserblau. 

Inkubationszeit 15 bis 30 Sekunden: ` Rosanilin, Acridinrot, Anilinblau, 
Nilblau, Cyanin, Fuchsin S, Kristallviolett, Kresylviolett, Dahlia, Isaminblau, 
Pyrrholblau, Malachitgriin, Methylviolett, Gentianaviolett, Kresofuchsin, 
Nachtblau, Naphtholblau. 

Inkubationszeit 30 bis 60 Sekunden: Neutralrot, Methylenblau, 
Fuchsin, Hoffmannsviolett, Brillantgrün, Methylgrün. 

Es ist also auffallend, daß die elektrostatisch umlagerungsfähigen 
Farbstoffe eine längere Inkubationsfrist der Sauerstoffentwicklung als die 
nicht umlagerungsfähigen besitzen. Die intramolekulare Umlagerungsreektion 
durch die negative Ladung des Wasserstoffsuperoxyds verläuft also primär 
und beansprucht für sich eine bestimmte Zeit, weshalb die Zersetzung des 
Wasserstoffsuperoxyds gehemmt wird. 


Wir haben also in den beiden oben mitgeteilten Versuchsreihen 


über den katalytischen Zerstörungsprozeß durch einen Oxydator (Fe) 
und H,O, folgendes feststellen können: 
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l. Die katalytische Oxydation der umlagerungsfähigen Farbstoffe 


setzt sich aus zwei Prozessen zusammen: 


a) aus der elektropen Tautomerisation, welche primär abläuft und | 


dadurch erkenntlich ist, daß die Originalfarbe der Verbindung 


aus diesem farblosen Stadium durch Salzsäurezusatz noch 


zurückzugewinnen ist, 
b) aus dem chemischen Oxydationsprozeß, welcher erst sekundär 


einsetzt und zu einer unregenerierbaren Zerstörung des Farb- 


stoffmoleküls führt. 

2. Das Wasserstoffsuperoxyd löst in erster Linie vermöge seiner 
stark negativen Ladung einen primär einsetzenden elektrophysika- 
lischen Vorgang aus, und entfaltet bei Anwesenheit eines Oxydators (bei 
erst sekundär seinen chemischen Einfluß als Oxydationsmittel. 

3. Die Inkubationsdauer der Sauerstoffentwicklung steht mit den 
elektropen Eigenschaften der Farbstoffe ebenfalls im Zusammenhang 
und ist somit ein Symptom ihres elektrostatischen Umlagerungs- 
vorganges, sowie des elektrostatischen Zersetzungsvorganges des Wasser- 
stoffsuperoxyds durch den Oxydator. Demgemäß besitzen also die 
elektrop tautomerisierenden Farbstoffe eine längere Inkubationszeit, 
die nicht umlagerungsfähigen bzw. anelektropen dagegen eine kürzere. 

Alle diese Ergebnisse bezeugen somit, daß die elektropen Um- 
wandlungen schneller als die chemischen Oxydationsprozesse ablaufen, 
und daß die elektrostatische Attraktion unter Umständen eine weit 
größere Kraft als die chemische Affinität darstellt. 

Das Schicksal einer Reaktion — und dies wäre eine Folgerung 
von allgemeinerer Gültigkeit — hängt somit von dem Ladungszustande 
der Körper ab, in denen sie sich im Moment ihres Zusammenbringens 
befinden. Zuerst gleichen sich nach dem Zusammenbringen die elektro- 
statischen Ladungsprozesse der einzelnen Glieder aus, und erst dann 
folgt das Einsetzen der chemischen Reaktionen. Daß die Allgemein- 
gültigkeit dieses Prinzips zutreffend sein dürfte, folgt auch aus den 
Versuchen, welche ich!) mit Hajós?) vorgenommen habe und aus denen 
der Einfluß der elektrostatischen Ladungen auf den Ablauf und das 
Schicksal von katalytischen, bakteriologischen, serologischen, gärungs- 
biologischen Prozessen usw. genügend hervorgehen dürfte. Wie bereits 
nachgewiesen wurde, ist die Reihenfolge, mit der die Komponenten 
eines Systems zusammengebracht werden, von entscheidendem Einfluß 
auf das Schicksal des sich abspielenden Prozesses. Der Ausgleich 
elektrostatischer Ladungen dürfte sich also primär verwirklichen, und 
erst dann dürfte sich der betreffende ‚spezifische‘‘ Prozeß einstellen. 


1) L. Karczag, diese Zeitschr. 122, 43, 1921. 
2) L. Karczag und K. Hajos, ebendaselbst, S. 52. 
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diese Schlüsse sind aus Versuchen auf verschiedensten Gebieten ge- 
ogen worden, und sie bedürfen vom Gesichtspunkte der elektropen 
'mwandlungen eine ausdrückliche Betonung, da sie die primär ab- 
fenden Prozesse unter Einwirkung der primär ablaufenden elektro- 
tatischen Ausgleichsprozesse darstellen. 

Die angeführten Beispiele bezeugen somit die Wichtigkeit des 
"mstandes, ob in einem System das Substrat, die „materia peccans‘, 
lektrope Eigenschaften besitzt oder nicht. Wir werden noch in den 
päter eingehend mitgeteilten Versuchen über Adsorptionssysteme ganz 
naloge Erscheinungen kennenlernen. Ebenso wie sich in katalytischen 
\ystemen die elektrope Umwandlung des Substrats unter dem Einfluß 
ines Ladungskörpers schneller als der chemische Oxydationsprozeß 
erwirklicht, ebenso läuft die elektrope Umwandlung des Farbstoffs 
inter der elektrostatischen Wirkung des Adsorbens primär ab, und 
Tst sekundär nimmt der eigentliche Adsorptionsprozeß seinen Anfang. 


Es soll an dieser Stelle auf die wichtigen Arbeiten von E. Erlenmeyer!) 
ingewiesen werden, der auf Grund ausgedehnter Untersuchungen über 
lie intramolekulare Umlagerung stereoisomerer Verbindungen die Ansicht 
vertritt, daß asymmetrisch gebaute Moleküle Sitz von physikalischen Kräften 
ind, welche auf die atomistische Anordnung anderer Moleküle einen 
dirigierenden Einfluß auszuüben imstande sind. Außer dieser Induktions- 
wirkung übt die physikalische Kraft der asymmetrischen Moleküle einen 
wesentlichen Einfluß auf das Schicksal von chemischen Reaktionen, in 
denen sie als Substrate vorhanden sind, aus, indem unter Einfluß dieser 
intramolekularen physikalischen Kraft eine Auswahl zwischen anderen 
ın der Reaktion beteiligten asymmetrisch gebauten Körpern zugunsten der 
einen Komponente getroffen werden kann. Diese asymmetrische Wahl- 
verwandtschaft übt somit als physikalische Kraft einen richtenden Einfluß 
auf die chemische Affinität aus, welcher durch eine von W. Marckwald noch 
in Jahre 1896 ausgeführte klassische Arbeit als Beispiel illustriert werden soll. 

Die reinen Basen d- bzw. 1-Pipecolin und die reine d- bzw. 1-Weinsáure 
lieferten nach Marckwalds Untersuchungen die vier theoretisch möglichen 
Verbindungen: 

1. d-weinsaures d-Pipecolin 
2. 1- be l- y 
3. d- Se le a 
4. l- (E d- IR 


Die Salze 1. und 2. sowie 3. und 4. sind Spiegelbilder und besitzen 
mit Ausnahme des entgegengesetzten Drehungsvermögens gleiche physi- 
kalische und chemische Eigenschaften. Die Verbindungen 1. und 2. unter- 
scheiden sich von den Verbindungen 3. und 4. durch Schmelzpunkt und 
Kristallwassergehalt. Durch Vereinigung von l. und 2. bildet sich das 
Razemsalz: 


(d-weinsaures d-Pipecolin) + (l-weinsaures 1-Pipecolin) 


Rëss GH 
d-Pipecolin l-Pipecolin 





!) E. Erlenmeyer, diese Zeitschr. 97, 199. 
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welches sich in seinen Eigenschaften von den vier obigen unterscheidet. 
Genau die gleiche Verbindung erhielt W. Markwald bei der Einwirkung 
razemischer Weinsäure auf razemisches Pipecolin: | 

Bee ] Ben ur berae au Hena 

l-weinsaures l-Pipecolin d-Pipecolin l-Pipecolin 

Bei dieser Umsetzung der razemischen Weinsäure und razemischti 
Pipecolins bevorzugt also die d-Weinsäure das d-Pipecolin und die l-Wein- 
säure das l-Pipecolin, wodurch die Bildung des theoretisch gleichzeitig 
zu erwartenden zweiten Razemsalzes 

Br l-weinsaures 
1-Pipecolin d-Pipecolin 


verhindert wurde. Auch durch Vereinigung der Salze 3. und 4. hatte man 
dieses Salz erwartet: 
Keen) a ar I ]-weinsaures | 
1-Pipecolin d-Pipecolin 1-Pipecolin d-Pipecolin j 
jedoch entsteht nicht dieses Razemsalz, sondern dasjenige, welches durch 
Vereinigung von 1l. und 2. entstand: 


[ d-weinsaures l-weinsaures ] 
d-Pipecolin l-Pipecolin 


Es hatte also vor der Bildung dieses Razemsalzes eine Umsetzung 
zwischen den Komponenten stattgefunden, welche auf die asymmetrische 
physikalische Wahlverwandtschaft der einzelnen asymetrischen Kom- 
ponenten, welche eine Auswahl zwischen den Kombinationen ermöglichte. 
zurückgeführt werden muß. Zrlenmeyer weist bei seinen Versuchen auch 
auf die schönen Untersuchungen von Bredig und Fayans hin, die durci 
Anwendung des asymmetrischen Katalysators Nicotin den Nachweis 
liefern konnten, daß von den spiegelbildlichen d- bzw. l-Camphocarbon- 
sáuren das Rechtsmolekül viel rascher als das Linksmolekül zerfällt. Mir 
Rücksicht auf die geringe chemische Affinität des Katalysators zu de. 
Antipoden muß angenommen werden, daß hierbei die asymmetrische 
Wahlverwandtschaft des optisch aktiven Katalysators die entscheidende 
Rolle spielt. Sodann bespricht Erlenmeyer eine Reihe von Fällen aus den: 
Gebiete der Biochemie, bei denen bisher die Elektivitätserscheinungen nicht 
erklärt werden konnten, und sagt: „Nicht nur bei enzymatischen Reaktionen ` 
spielt asymmetrische Wahlverwandtschaft eine ausschlaggebende Rolle. 
sondern auch die Giftigkeit asymmetrischer Gifte, die Wirksamkeit de: 
mit so großem Nutzen angewandten Heilsera, überhaupt das Wechselspit 
von Toxin und Antitoxin muß von den besprochenen molekularen Kräften 
weitgehend beeinflußt werden, da bei all diesen Reaktionen asymmetrische 
Moleküle aufeinander einwirken.“ 


Mit den angeführten Beispielen aus anderen Gebieten, welche mit 
den von uns erhobenen Befunden in Analogie stehen, wollten wir die 
Wichtigkeit der chemisch-konstitutionellen Einflüsse und der domi- 
nierenden Rolle von rein physikalischen Kräften, welche auf chemischt 
Umwandlungen und sogar auf Klektivitätsprozesse richtend einwirken. 
hervorheben. Sie veranlaßten uns aber auch zur Anstellung weiterer 
Versuche auf dem Gebiete der von uns bereits studierten Oxydations- 
katalysen, bei denen wir den Nachweis erbringen konnten, daß die 
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lektropen Umwandlungen als primáre Prozesse ablaufen und erst 
achher die chemischen Zerstörungsvorgänge ihren Anfang nehmen. 

Wir beabsichtigen, in nächster Versuchsserie die Frage zu ent- 
«heiden, ob ein Zusammenhang zwischen elektroper Eigenschaft 
les Substrats und des elektiven Oxydationsvermögens eines Oxydators 
twa in dem Sinne aufgefunden werden kann, daß ein elektiver Oxy- 
lator die Verankerung des aktiven Sauerstoffs an intramolekular 
ımlagerungsfähige Moleküle bevorzugt. 

In älteren Versuchen konnten wir nämlich die Oxydatoren auf 
Grund ihres Verhaltens gegen Farbstoffe als allgemein wirkende und 
:lektiv wirkende Oxydatoren unterscheiden. Bei Anwesenheit ersterer 
Uxydatoren sind im allgemeinen konstitutionelle Einflüsse seitens der 
Farbstoffmoleküle von untergeordneter Bedeutung, wogegen diese 
bei Anwensenheit der elektiven Oxydatoren deutlich hervortreten. Als 
Typen solcher elektiven Oxydatoren sind Platin und Nickel zu nennen. 

Wir haben unsere nächstfolgenden Versuche mit Nickel als elektivem 
Uxydator ausgeführt, indem wir zu 2ccm 1prom. Farbstofflösungen 
3 Tropfen von halbnormaler Nickelsulfatlösung hinzutropften und dann 
zu diesem 3 Tropfen 20proz. H,O, zusetzten. Die Proben wurden 
einerseits 24 Stunden lang in der Kälte stehen gelassen (Kälteversuch), 
andererseits bis zum Sieden erhitzt (Wärmeversuch) und sodann mit 
2 bis 3 Tropfen n/10 Salzsäure behandelt, um uns von der unregenerier- 
baren Zerstörung des Farbstoffs zu überzeugen. 

In folgender Zusammenstellung sind die elektropen Farbstoffe 
fett, die anelektropen dagegen mit gewöhnlichen Buchstaben gedruckt. 


Versuch 3. 
A. Kälteversuch. 


Ablesung nach 24 Stunden. 


Entfárbt : Fuchsin S, Rotviolett, Lichtgrün, Pyronin, Acridinrot, Jodgrün, 
Methylgrün, Anilinblau, Gallein, Trypanrot, Fluorescein, Anthracenblau. 

Stark entfárbt: Malachitgrün, Wasserblau, Wollschwarz, Sáurebraun. 

Nicht entfárbt: Brillantgrún, Gentanaviolett, Methylviolett, Nachtblau, 
Hoffmannsviolett, Nilblau, Naphtholblau, Bordeaux, Crocein, Azocarmin, 
Biebricher Scharlach, Coccinin, Azur II, Methylenblau, Indulin, Magdala- 
rot, Neutralrot, Anilingelb, Erythrosin, Chrysoidin, Goldorange, Janusgrün, 
Methylorange, Tartrazin, Aurantia, Nigrosin, Naphthylamingelb, Safranin, 
Ponceau, Rhodamin B, Chromotrop, Eosin, Pikrinsäure, Toluidinblau, 
Thionin. 

B. Wärmeversuch. 


Nicht entfärbt: Indulin, Magdalarot, Erythrosin, Goldorange, Methyl- 
orange, Tartrazin, Tropäolin 00, 
Nicht vollständig entfárbt: Methylenblau, Janusgrün, Neutralrot, 
Thionin, Acetinblau, Brillantgrün, Isaminblau. 
Entfärbt: die übrigen im Kälteversuch bezeichneten Farbstoffe. 
Biochemische Zeitschrift Band 138, 25 
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Die Versuche zeigen zunächst, daß die elektive Oxydation des Farbstoff- 
moleküls nicht ausschließlich durch ihre Umlagerungsfähigkeit bedingt ist, 
da wir auch unter den nicht umlagerungsfähigen Farbstoffen eine Anzahl 
finden konnten, welche ebenfalls unregenerierbar zerstört wurden. Es 
konnte aber gezeigt werden, daß die Umlagerungsfähigkeit der Farbstofie auch 
bei diesen Elektivitätsprozessen eine prädisponierende Rolle spielt, da die am 
leichtesten zerstörbaren Farbstoffe unter den elektropen zu finden waren. 

Diese Versuche bewiesen also, daß elektrostatische Ladungen bė 
Elektivitätsvorgängen eine hervorragende Rolle spielen, und daß somit 
diese von den Ladungen abhängig sind, welche nicht nur Farbstoff. 
moleküle und H,O,, sondern auch Orydatorionen als Ladungskor.r 
in das System mit sich bringen, welche sodann eine determinierende 
Rolle zu spielen vermögen. 

Ein oxydationskatalytisches System, wie z. B. das von uns je 
sprochene, setzt sich aus drei mit elektrostatischen Ladungen le- 
hafteten Substanzen zusammen: Farbstoff, Wasserstoffsuperoxyd uni 
Oxydatorionen, welche in Berührung miteinander ein elektrostatisch's 
System bilden. Mit den beiden ersten Gliedern dieses Systems haben 
wir uns bereits vom Standpunkte der Elektrostatik bzw. Elektro]! 
eingehend beschäftigt, wir möchten nun, nur ganz kurz, die Eige: 
schaften der Oxydatoren als Ladungskörper streifen. 

Wir haben auf Grund älterer Versuchel), obschon diese auf Grund 
der seitdem gewonnenen Erkenntnisse einer Revision bedürfen, dir 
Oxydatoren nach ihren Grundeigenschaften in folgender Reihenfolge 
ordnen können: 

Fe, Cu, Co, Mn, Ni, Pt. 

Dieselben Metalle besitzen nach unseren eingangs mitgeteilten 
Versuchen bezüglich ihrer elektropen Wirksamkeit folgende Ladung: 
reihenfolge: 

Fe, Cu, Ni, Mn, Co, Pt. 

Es ist nun ganz auffallend, daß diese vorläufig grob gefunden: 
Ladungsreihenfolge mit den typischen Eigenschaften der Oxydatore:. 
wie sie uns in katalytischen Systemen erscheinen, zusammenhängt: 
Die elektrische Ladung der Ionen, welche für ein jedes Element ein 
konstante Größe darstellt, scheint somit das Verhalten der Ionen bi 
chemischen, physikalisch-chemischen und biologischen Prozessen 2% 
bestimmen. Die Reihenfolge der Oxydatoren ist die nämliche, welche 
die Metalle auch unter anderen Verhältnissen zu, zeigen pflegen. 

Mit Recht haben Bredig, Traube, Mathews, Euler?) die elektr 
phy sikalischo Bedeutung der lonen von seither betont und auf die géie 


wiederkehrende Reihenfolge der Kationen und Anionen, welche sie untel 
den verschiedensten chemischen, kolloidehemischen, vergiftungskataltt' 


1) L. Karczag, diese Zeitschr. 114, 69,; 119, 16. 1921. 
2) J. Traube, Koll.-Chem. 3, 447, 1912. 
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chen, gärungsbiologischen und anderen Prozessen stets behalten, hin- 
rewiesen. Die nämliche Reihenfolge der Ionen, wie sie uns von Hofmeister 
n der lvophilen Reihe gegeben ist, wiederholt sich bei der Quellung von 
Emulsionskolloiden, Hypertoniehámolyse, Herabsetzung der Muskel. 
esbarkeit der Flimmerbewegung usw. ?). 

Alle diese Tatsachen sprechen dafür, daß die elektrostatische 
Ladung der Ionen unter allen Umständen zum Vorschein kommt, 
inerlei, ob das System, in dem sie vorhanden sind, eine chemische, 
»hvsikalisch-chemische oder biologische ist. Wir begnügen uns mit 
ler Feststellung des oben erwähnten Zusammenhanges zwischen den 
lektropen Eigenschaften der Metallionen und ihrer Oxydatorfähigkeit. 

Aus unseren experimentell gewonnenen Erfahrungen gehen drei 
Prinzipien hervor: 

l. das Prinzip der elektrostatischen Ladungsdominanz, 

2. das Prinzip der präkurierenden Elektropie, 

3. das Prinzip der prädisponierenden Elektropie. 

Das Prinzip der elektrostatischen Ladungsdominanz besagt, daß 
das Schicksal eines Naturprozesses, an dem elektrostatisch geladene 
Körper beteiligt sind, von dem Ladungszustande (Ladungsvorzeichen 
und Ladungsstärke) der Komponenten, in dem sie sich im Moment 
ihres Zusammentreffens befinden, sowie von der Reihenfolge, in der 
sie miteinander in Berührung kommen, abhängt. Zuerst erfolgt der 
Ausgleich der elektrostatischen Ladungsprozesse und sodann folgt das 
Einsetzen der chemischen und anderen (biologischen) Reaktionen. 

Das Prinzip der präkurierenden Elektropie besagt, daß, sobald in 
enem System elektrope Substanzen als Substrate vorhanden sind, 
diese unter Einwirkung der primär einsetzenden elektrostatischen 
Kräfte intramolekular umgelagert werden, und erst dann die Substanz 
Ihrem vorgeschriebenen Schicksal zum Opfer fällt. 

Das Prinzip der prädisponierenden Elektropie besagt, daß La- 
dungen, als das Molekülgefüge labilisierende physikalische Faktoren, 
imstande sind, die Moleküle der elektropen Substanzen durch Induktion 
zu gewissen Prozessen ‚vorzubereiten‘ bzw. empfindlicher zu machen, 
wodurch sie zu weiteren Umwandlungen bzw. weiterer Beteiligung 
an dem Reaktionsablauf prädisponiert und (unter Umständen) aus. 
wählend bevorzugt werden. 


Elektropie und Adsorption. 
I. 
Wir haben bereits in unseren eingangs mitgeteilten Untersuchungen 
in dem Verhalten der Kolloide und Metalle gegenüber Farbstoffen sowohl 
in der Entfärbung der Farbstoffe wie auch in ihrer Regeneration und 





!) H. Handovsky, Leitfaden d. Koll.-Chem. 1922. 
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Adsorption Regelmäßigkeiten beobachten können, welche mit den 
Prinzipien der Kontaktelektrisierung in auffallender Analogie stehen 
Wir sahen, daß sich das elektrische Potential des Ladungskörpen 
einmal in einer Entfärbungswirkung, das andere Mal in einer Regene. 
rations- und Adsorptionswirkung kundgibt, je nachdem das Potential 
des betreffenden Kolloids oder Metalles größer oder kleiner als da= 
jenige des angewendeten elektropen Farbstoffs ist. 

Wir haben die Ladungsstoffe in ein System bringen können und 
haben die Kolloide im allgemeinen in folgender Ladungsreihenfolz 
ordnen können: 




















Grp N | Gruppe II Giüppë HI 
stark negativ | P bergengsglieder schwach negativ 

Schwefel Kaolin ~> - Sulfosäurefarbstoffe > Euglobulin 
Blutalbumin | Cellulose | on 
Eieralbumin = Natriumnuclein | Pepsin 
Blutalbumose | Serumglobulin Pos, SC 
Deuteroalbumose ` ` | P 
Trypsin Se | 


Die Glieder der ersten Gruppe bewirken die Entfärbung der Sulfo 
säurefarbstoffe, die Glieder der dritten Gruppe bewirken dagegen die 
Regeneration der farblosen Carbinole bzw. der regenerierten Fart- 
stoffe. Wir waren nun bestrebt, die Beziehungen der elektropen Um- 
wandlung der Farbstoffe zu ihrer Adsorption durch Ladungsstoffe in 
weiteren Versuchsserien klarzustellen, um so mehr, da wir in der gleich- 
zeitigen Regeneration und Adsorption der Farbstoffe eine neue Art 
von Adsorption erblickten. Wir möchten noch hervorheben, daß dir 
Regeneration des Farbstoffs aus dem farblosen Carbinolzustande 
ebenso wie die Überführung des Farbstoffs in die farblose Carbinolform 
einen elektrostatischen Vorgang bedeutet, d. h. mit anderen Worten: 
die elektrope Tautomerisation verwirklicht sich unter dem Einflus 
von positiven Ladungen in entgegengesetzter Richtung als unter den 
Einfluß von negativen Ladungen. 

Die im nächsten mitgeteilten Versuche sind mit Gelatineplatte 
. ausgeführt worden. 


Versuche über die Adsorptionsavidität der Kolloide gegenüber Farbstoiien. 

Die Adsorptionsavidität der verschiedenen Kolloide für Farbstoft* 
konnte an gefärbten Gelatineplatten studiert werden. Die Platten wurden. 
nachdem sie vorher mit verschiedenen Farbstoffen gefärbt wurden, noch 
in feuchtem Zustande mit den Kolloiden bestreut und nach etwa 1, bi 
1 Stunde von den Platten durch Abwaschen mit destilliertem Wasser 
entfernt. War die Adsorptionsavidität des fraglichen Kolloids gegenüber 
dem Farbstoff größer als diejenige der Gelatine, so wurde diese an der 
entsprechenden Stelle entfärbt. Die Entscheidung der Frage, ob die Ent- 


Elektropie. 1. 379 


irbung tatsächlich auf die Adsorption des Farbstoffs oder auf eine lokal 
ewirkte elektrope Umlagerung des Farbstoffs, wie in vitro durch das 
tolloid hervorgerufen wurde, konnte in einfacher Weise dadurch entschieden 
‚erden, daß die entfärbte Stelle mit einem Tropfen verdünnter Salzsäure 
handelt wurde. Es seien diesbezüglich folgende Versuche angeführt: 

A. Versuche mit Casein. Casein wurde im trockenen Zustande auf die 
och feuchten, mit Lichtgrün, Fuchsin S und Wasserblau gefärbten Platten 
estreut. Schon nach etwa 10 Minuten war zu beobachten, daß an derjenigen 
itelle, wo das Casein lag, eine viel tiefere Färbung als in der Umgebung 
ntstand, und daß das Casein somit an der bedeckten Stelle eine Ver- 
fung des Farbentons bewirkte. Da eine Entfärbung der bedeckten Stelle 
elbst nach 2 bis 3 Stunden nicht zu beobachten war, so war anzunehmen, 
laß das Casein in trockenem Zustande die Farbstofflösungen nicht aus der 
‚elatine zu adsorbieren vermag. 

Wurde aber das Casein in feuchter dicker Emulsion auf die Platten 
rtropft, so färbte sich das Casein langsam intensiv mit den Farbstoffen an, 
ınd dementsprechend entstanden an den bedeckten Stellen Entfärbungen, 
welche nach Auftropfen von Salzsäure keine Farbenregeneration zeigten. 
Die Adsorptionsaviditat des Caseins gegenüber den genannten Farbstoffen 
st somit eine stärkere als die der Gelatine. 

B. Versuche mit trockenem und feuchtem Nuclein zeigten die gleichen 
Resultate an Fuchsin S-, Wasserblau-, Lichtgrün-Gelatineplatten, wie die- 
jenige mit. Casein. 

C. Versuche mit trockenem und feuchtem Pepsin ergaben das gleiche 
Resultat wie diejenige mit Nuclein und Casein. 

D. Versuche mit Deuteroalbumose. Die Fuchsin S-, Wasserblau- und 
lichtgrúnplatten wurden mit einer dicken Schicht von Deuteroalbumose 
bedeckt. Schon nach einer halben Stunde ließ sich an den Platten bemerken, 
daB die bestreuten Stellen von einem hellen Hof umgeben wurden und daß 
später diese mit einer tiefer gefärbten Zone umgeben waren. Nach Entfernen 
des Deuteroalbumosepulvers durch Abwaschen nach etwa 2 bis 3 Stunden 
waren an denjenigen Stellen, wo die Substanz lag, die ursprünglichen 
Farben erhalten. Es waren also folgende Schichten zu erkennen: gefärbtes 
Zentrum, ungefärbtes Areal und tief gefärbte Außenzone. Das Bild war 
dasselbe, welches wir in den später mitgeteilten Versuchen beim Auflegen 
von Schwefel, Zink und Blei auf die Platten erhielten. 

Die farblosen Höfe wurden mit Salzsäure behandelt, wonach sich die 
Farbstoffe an diesen Stellen regenerierten. Die Farbstoffe wurden also in 
der Gelatineplatte durch Deuteroalbumose elektrop umgelagert aber nicht 
alsorbiert. 


Zusammenfassend soll also folgendes hervorgehoben werden: 
Trockene, schwach negative Kolloide, wie Casein, Nuclein, Pepsin, 
erzeugen an den bedeckten Stellen der noch feuchten gefärbten Gelatine- 
platten intensive Färbungen. In feuchtem Zustande adsorbieren sie 
aber die Farbstoffe aus den Platten und besitzen daher gegen die Farb- 
toffe eine stärkere Adsorptionsaviditát als die Gelatine. Stark negativ 
geladene Kolloide, wie Kaolin, Deuteroalbumose, bewirken an den 
bedeckten Stellen in trockenem Zustande eine Umlagerungswirkung, 
ohne daß hierbei eine Adsorption stattfindet. Feuchte Emulsionen 
ergaben das gleiche Resultat. 
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Versuche über Adsorptionsavidität gegenüber Carbinolen. 

Im vorigen haben wir die Adsorptionsavidität der Kolloide gegen- 
über Farbstoffen studiert. Im folgenden haben wir ähnliche orientierende 
Versuche gegenüber dem Fuchsin S-Carbinol, mit welchem die Gelatine- 
platten gut durchgetránkt wurden, untersucht. Die Gelatineplatten 
wurden zuerst im Wasser zur Quellung gebracht, sodann etwa 1 Stunde 
lang in der Carbinollösung gelassen, nachher abgespúlt und auf die 
noch feuchte Platte Casein, Euglobulin, Nuclein, Pepsin und Pepton 
aufgestreut. Bald zeigten sie alle einen starke Regeneration und gleich- 
zeitige Adsorption des Farbstoffs. 


Versuche zur Ladungsänderung der Gelatine beim Trocknen. 

Gelatineplatten wurden mit verdünnten 1prom. Fuchsin S-, Licht- 
grün-, Wasserblaulösungen gefärbt und dann an der Luft getrocknet. 
Es ließ sich in jedem Falle eine Entfärbung der Platten mit vorschreiten- 
dem Trocknen beobachten. Wurden nun die trockenen Platten ins 
Wasser zurückgelegt, so erschienen die Farben mit wechselnder Intensitá:. 

Diese Versuche ließen also erkennen, daß die Gelatine beim Trocknen 
eine Ladungsänderung erfährt. Die negative Ladung der feuchten 
Gelatine ist eine geringere als die negative Ladung der Sulfosäurefarlı 
stoffe, weshalb sie durch Gelatine adsorbiert werden. Die negative 
Ladung der trockenen Gelatine ist demgegenüber eine stärkere als dir 
negative Ladung der Farbstoffe, weshalb diese beim Trocknen entfarh: 
werden. Es soll jedoch bemerkt werden, daß hierbei nur minimal: 
Ladungsänderungen im Spiele sein dürften, da die Gelatine im feuchter 
Zustande reine Carbinole adsorbiert, ohne sie zu regenerieren. 

Wenn wir unsere Versuche bezüglich Adsorptionsfähigkeit dt 
Kolloide gegenüber Farbstoffen und Carbinolen, welche an Gelatine- 
platten gewonnen wurden, überblicken, so können wir vor allem fest- 
stellen, daß diese Versuche dieselben Ergebnisse lieferten wie diejenigen. 
welche wir in vitro ausgeführt haben. Wir können aus unseren Ver 
suchen erkennen, daß die Adserptionsavidität der Kolloide gegenüber 
Farbstoffen von der Ladungsstärke der Kolloide abhängig ist. Di 
diesbezügliche Reihenfolge der Kolloide stimmt mit derjenigen in vitr 
gewonnenen überein. Die stark negativ geladenen Glieder, wie Kaolin. 
Schwefel, Deuteroalbumose, besitzen kein Adsorptionsvermögen gegen- 
über Farbstoffen, dieschwach negativ geladenen Glieder, wie Euglobulin. 
Nuclein, Casein. Pepsin, besitzen demgegenüber ein großes Adsorptions- 
vermögen. Die Ladungsstärke der Gelatine steht nach unseren Versuchen 
zwischen den beiden Gruppen und steht somit derjenigen der Sulfo- 
säuren am nächsten. In trockenem Zustande vermögen die recht: 
befindlichen Glieder Nuclein, Casein, Pepton die Farbstoffe aus dem 
Carbinolzustande nur elektrop zu regenerieren, aber nicht zu adsorbieren. 
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Die Adsorptionsaviditát der Kolloide gegenüber Carkinolen ist 
»benfalls von ihrer Ladungsreihenfolge abhängig, die in der Reihenfolge 
inks befindlichen Glieder adsorbieren die Carbinole in feuchtem Zu- 
ande nicht, die rechts befindlichen regenerieren und adsorbieren sie 
par excellence. 

Mit Rücksicht darauf, daß wir auf unseren gefärbten Gelatine- 
platten in Kontakt mit den aufgestreuten Substanzen Quellungs- 
erscheinungen beobachtet haben, stellten wir in dem nächsten Versuche 
an, in denen wir die Ladungs- und Quellungserscheinungen der Gelatine 
in Kontakt mit Metallen, Schwefel usw. untersucht haben. 

Versuch 1. Auf die noch feuchten Platten von Fuchsin S-, Lichtgrün-, 
Wasserblaùgelatine wurden Stücke von Zink und Blei gelegt. Es zeigten 
sich schon nach 20 Minuten an allen drei Platten folgende Bilder: im Zentrum, 
an derjenigen Stelle, wo das Motall die Platte berührte, eine starke gefärbte 
Zone, welche von einer sich nach der Peripherie immer farbloser werdenden 
Areola umgeben war. Die Berührungsstelle der Metalle zeigte eine geringere, 
die Areola eine viel stärkere Quellung. 

Versuch 2. Dieselben Versuche wurden wie oben in Petrischalen 
urter Wasser wiederholt. Die auffallendsten Ergebnisse lieferten die Licht- 
grünplatten. Die Quellungsbilder sind bei dieser Versuchsordnung. falls man 
dir Platten nach etwa 1 Stunde aus dem Wasser entfernt, ganz frappant. 

Versuch 3. Ein Stück runden Schwefelstabes wurde unter Wasser auf 
die Platten gelegt. Hierbei zeigte sich an der Berührungsstelle eine be- 
deutendere Quellung als in der Umgebung. 

Versuch 4. Pepsin, Euglobulin, Nuclein, Casein wurden in Häufchen 
auf die gefärbten Platten gestreut. An der Berührungsstelle entstand 
leichte Quellung mit Vertiefung des Farbentones. 

Versuch 5. Die Farbstoffgelatineplatten wurden mit kolloidalem Eisen- 
hvdroxyd behandelt, indem durch die Platten mit Hilfe einer eingetauchten 
Pipette Streifen gezogen wurden. An den Berührungsstellen bildete sich 
eine braune Linie, umgeben von tief gefärbten Farbenhöfen. Das Zentrum 
war sehr stark, die farbige Zone nur leicht gequollen. 


An den gefärbten Platten ließen sich somit durch Kontakt mit 
Ladungsstoffen Ringbildungen beobachten, welche auf elektrostatische 
Vorgänge zurückgeführt werden konnten. Die Ringe, welche biolo- 
zischen Hautreaktionen ähnlich sind, enthalten eine farblose Zone, 
wo sich die elektrop umgelagerte Substanz befindet und welche dem- 
entsprechend elektrope Zone genannt wird. Parallel mit den elektro- 
statischen und elektropen Vorgängen spielen sich auch Quellungs- 
vorgänge ab, welche jedoch einer weiteren systematischen Unter- 
suchung bedürfen, um ihre Beziehungen zu den Ladungsprozessen und 
elektropen Umwandlungen genauer feststellen zu können. 


Cellulose. 
Wir erhielten im Laufe unserer Versuche aus vereinzelt stehenden 
Beobachtungen interessante Aufschlüsse über die Ladungseigenschaften 
des Papiors, welche an dieser Stelle zusammengefaßt werden sollen. Auf 


382 L. Karczag: 


Grund der bereits mitgeteilten Ladungsreihenfolge der Kolloide konnten 
auch die Ladungseigenschaften des Filtrierpapiers leicht erklárt werden. 
Um die Stellung der Cellulose in der Ladungsreihenfolge der Kolloide 
näher zu bezeichnen, möchten wir ihre Ladungsstárke noch weniger negativ 
als die der Gelatine qualifizieren und somit als Übergangsglied in die 
zweite Gruppe unserer Ladungskörper einreihen. 

Das von uns benutzte gewöhnliche schwedische Filtrierpapier besat 
stets eine positive Ladung gegenüber Carbinolen, infolgedessen war es uns 
nicht gut möglich, aus einer farblosen Carbinollösung ein farbloses Carbın“l- 
papier durch Eintauchen herzustellen, da die farblose Carbinollósung in 
Kontakt mit dem Filtrierpapier fast plötzlich mit der Originalfarbe regen»- 
rierte. Die negative Ladung des Papiers war nämlich eine schwächere 
als die negative Ladung der Sulfosäurefarbstoffe, weshalb sich das Papier 
in Kontakt mit diesem als ein positiv geladener Körper verhielt und die 
Farbstoffe (Rotviolett, Fuchsin S, Wasserblau, Lichtgrün usw.) aus den 
farblosen Carbinolbasen regenerierte. 

Wir begegneten ferner eigentümlichen Ladungserscheinungen, welche 
sich zwischen Carbinol und Filtrierpapier in Gegenwart eines zweiten 
Ladungskörpers abspielten. Wir bezeichneten die auf dem Filtrierpapier 
beobachteten Fárbungsphánomene der Kürze halber als Filtriergapier- 
reaktionen, wobei wir jedoch bemerken, daß diese Bezeichnung nicht ganz 
glücklich gewählt ist, da wir unter dieser nicht chemische Reaktionen. 
sondern elektrostatische Vorgänge verstehen. So spielt sich z. B. in (iegenwart 
von Kaolin die Filtrierpapierreaktion ganz glatt ab, indem die farblos 
Carbinole das Papier gleichmäßig anfárben. In Gegenwart von Schwelel 
sind die Eigenschaften des Papiers wesentlich verändert; es sind zwar 
noch Carbinole zu finden (Methylgrün, Jodgrün, Rosanilin), welche eine 
gleichmäßige Regeneration durch das Papier zeigen, aber andere Carbinole - 
wie dasjenige des Fuchsin S, Rotviolett und Lichtgrün — regenerieren nur 
in dem äußersten Rande des Filtrierpapiers, wo dadurch ein farbiger Saum 
entsteht. Die übrigen Teile des Papiers, wo dieses mit der Schwefelblume 
in Kontakt steht, bleiben farblos. Diese Phänomene bezeichneten wir als 
Randphänomene. 

Es gibt aber auch Carbinole, welche in Gegenwart von Schwefel aufs 
Papier überhaupt nicht regenerieren. Die Gegenwart anderer Kolloide. 
welche schwächere negative Ladungen als der Schwefel besitzen, üben 
meistens auch einen Hemmungseinfluß auf die Regeneration durch das 
Filtrierpapier aus. 

Versuche mit Kohle. 


Freundlich und Losev sind als erste zu nennen, die gezeigt haben, dab 
neben der Adsorption verschiedener Glieder der Triphenylmethanfarbstoffe 
eine Reaktion abläuft, welche das Farbstoffmolekül chemisch verändert’). 
Wir erkannten diesen Vorgang als eine Folge der elektrostatischen Ladung 
des Adsorbens, welche in den Farbstoffmolekülen intramolekulare elektro- 
dynamische Prozesse bewirkt, welche eine chemische Änderung der Molekül 
hervorruft. 

Wir gingen nun zu systematischen Versuchen über, in denen wir 
die Bezichungen der Elektropie zur Adsorption durch Kohle untersucht 
haben. 


1) Freundlich, Kapillarchemie, 1922. 
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In einer Versuchsreihe wurden die auf S. 349 genannten Farbstoffe, 
welche zu den Versuchen mit Kaolin angewendet wurden, mit Merck- 
scher Tierkohle zusammengebracht, stark geschüttelt und dann nach 
etwa 10 Minuten filtriert. Die Filtrate wurden mit Salzsäure versetzt 
und leicht erwärmt. Der Zusatz blieb wirkungslos, keine der Farben 
regenerierte. Die Kohle adsorbierte also die Farbstoffe restlos aus 
ihren Lösungen, und es konnte bei dieser Versuchsmethodik eine Um- 
lagerung derselben in den Filtraten nicht festgestellt werden. 

Wir haben in der nächsten Versuchsserie die entscheidende Frage- 
stellung untersucht, ob die Kohle das Vermögen besitzt, Carbinole zu 
adsorbieren. Wir warfen uns also die Frage auf, ob es möglich ist, 
einen Farbstoff durch einen Ladungskörper in den farblosen Carbinol- 
zustand zu überführen und sodann dieses durch Tierkohle vollständig 
aus der Lösung zu entfernen. Wir haben also Fuchsin S, Wasserblau 
durch Kaolin, und Rotviolett durch Schwefelblume entfärbt, filtriert, 
einen Teil der klaren Filtrate abgegossen und in der Restflüssigkeit 
die Farbstoffe durch Salzsäure regeneriert. Den größten Teil der Filtrate 
haben wir sodann mit Kohle gemischt, geschüttelt, filtriert und das 
Filtrat ebenfalls mit Salzsäure behandelt. In keiner der mit Kohle 
behandelten Flüssigkeiten waren die Farbstoffe selbst in Spuren zu 
regenerieren, die Carbinolbasen verschwanden also spurlos aus den 
Lösungen und wurden durch die Kohle quantitativ adsorbiert. 

In späteren Versuchen zeigte sich jedoch, daß Kohlenpulver 
ebenfalls imstande ist, eine Umlagerungswirkung auf Fuchsin S, Wasser- 
blau, Fuchsin usw. auszuüben. Die Bedingung ist, daß zu der Farb- 
stofflösung nur wenig Kohle zugegeben wird, so daß völlige Entfärbung 
der Lösung nicht stattfindet, söndern daß die Filtrate noch schwach 
nuanciert erscheinen. In diesen Fällen gelingt es uns, durch Salzsäure 
eine starke Regeneration der ursprünglichen Farben zu bewirken. Die 
Kohle besitzt also eine elektrope Wirkung und eine Adsorptionswirkung 
gegen Carbinole. 

Der Umstand, daß wenig Kohlenpulver eine Umlagerungswirkung, 
viel Kohlenpulver eine Adsorptionswirkung ausübt, veranlaßte uns, 
zwischen einer elektrostatischen Wirkung und einer an der Oberfläche 
stattfindenden Adsorptionswirkung der Kohle zu unterscheiden. Es war 
also zu erwarten, daß bei Anwendung von Kohlestäben die elektrostatische 
Wirkung der Kohle eher hervortreten wird als die Adsorptionswirkung. 

Wir haben also im folgenden Versuche mit Kohlestäben (wie sie 
zu Beleuchtungszwecken gebraucht werden) angestellt, indem wir sie 
in 0,05 bis 0,1prom. Fuchsin S, Wasserblau, Fuchsinlösungen, welche 
sich in breiten Eprouvetten befanden, eingesenkt haben. In allen 

Proben war nach 24stündigem Stehenlassen eine allmähliche Entfärbung 
zu beobachten. Der Zusatz von Salzsäure bewirkte Regenerationen 
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fast mit der alten Farbstárke als einen Beweis dafür, daß die Farbstoffe 
durch die elektrostatische Wirkung des Kohlestabes fast quantitativ 
in die farblosen Carbinole übergeführt wurden. 

Diese Versuche haben auch die Fragestellung geklärt, ob die 
elektrope Umlagerung oder ob die Adsorption des Farbstoffs den 
primären Vorgang darstellt. Die Tatsache daß sich die Carbinolbildung 
bei Berührung des Farbstoffs mit dem Kohlestab glatt und fast quanti- 
tativ verwirklicht, spricht entschieden dafür, daß die elektrope Um- 
lagerung des Farbstoffs den primären Vorgang darstellt, und dai 
somit die Adsorption des Farbstoffs durch viel Kohlenpulver durch 
die intermediäre Carbinolphase.verläuft. In Mangel einer großen Ober- 
fläche, wie dies bei Anwendung von Kohlestäben der Fall ist, bleiben 
daher die Carbinole in Lösung, von denen nur geringe Mengen langsam 
und allmählich adsorbiert werden. 

Wie wir später sehen werden, ist die Adsorption der Carbinole 
ein besonderer Vorgang, und wir wollen nun bei dieser Gelegenheit 
in Zusammenhang mit obigen Versuchen die elektrostatische Method 
zur Herstellung der Carbinole zu Versuchszwecken. besprechen. 

Man kann sich Carbinole durch Schütteln der Farbstofflösungen 
mit Schwefel, Kaolin usw. herstellen. Ganz besonders schön und glatt 
lassen sie sich aber durch Kohle darstellen. 


Es werden 0,05 bis 0,1prom. Farbstofflösungen, welche sich in breiten 
Reagenzgläsern befinden, Kohlenstäbchen eingesenkt, nachdem sie vorerst 
im ungebrauchten Zustande mit destilliertem Wasser gut abgewaschen 
und abgespült wurden. Allmählich (meist schon nach 18 bis 24 Stunden! 
tritt eine (fast) vollkommene Entfárbung der Farbstofflösungen auf, und 
die Flüssigkeiten enthalten nun die Carbinole, welche als solche einfach 
dekantiert werden. Die Carbinole aus basischen Farbstoffen sind zu filtrieren. 
Man überzeugt sich in kleinen abgegossenen Proben durch Zufügen von 
einem Tropfen ?*/,, Salzsäure, von der erreichbaren Regenerationsstárke der 
Farbstoffe. Es lassen sich in dor beschriebenen Weise Carbinole aus den 
Farbstofflösungen in beliebigen Mengen literweise herstellen. Die Kohlen- 
stäbehen können zu den weiteren Carbinoldarstellungen ohne besonder 
Behandlung benutzt werden, es empfiehlt sich jedoch, diese, ohne sie aus den 
Gefäßen zu entfernen, mit einem Strahl destillierten Wassers abzuspülen. 

Es sei erwähnt, daß die verschiedenen Kohlensorten bezüglich ihrer Um- 
lagerungswirkung nicht gleichwertig sind. Es befinden sich unter ihnen 
auch solche, welche die Umlagerungen nur äußerst langsam und unvoll- 
ständig bewirken. Es scheint mir, daß Kohlestábchen. welche bereits zu 
Beleuchtungszwecken gebraucht wurden, zur Carbinoldarstellung weniger 
geeignet sind, als neue, ungebrauchte. Die Entfärbung der Farbstofflösungen 
beginnt immer am Boden der Gefäße und schreitet von unten, offenbar 
infolge Herabsinkens der gröberen dispersen Carbinole, nach oben. Die 
Farbstoffe werden langsam nach der Oberfläche gedrängt, wo sie sich, falls 
die Entfárbung nicht vollständig ist, ansammeln. 

Wir haben zu unseren Versuchszwecken die Carbinole immer in der 
geschilderten Weise dargestellt, um so mehr, da wir nicht in der Lage waren, 
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die Carbinole auf chemischem Wege darzustellen bzw. sie im Handel zu 
verschaffen. 

Bevor wir zur Erklärung der beobachteten Phänomene übergehen, 
möchten wir hervorheben, daß wir bei der Entfärbung des Fuchsins an der 
Oberfläche der Kohlestábe feinflockige Niederschläge beobachteten, wo- 
gegen diese bei Entfärbung der Fuchsin S-Lösungen nicht zur Beobachtung 
kamen. Wir möchten im folgenden mit Hinweis auf Arbeiten von Freundlich, 
Michaelis und Rona usw. die beobachteten Erscheinungen zu erklären ver- 
suchen. 

Es ist auf Grund des starken Entfärbungsvermögens der Kohle anzu- 
nehmen, daß die Kohle, welche selbst keine Ionen in die Lösung sendet, 
eme stark negative Ladung in dem Wasser erzeugt, welche derjenigen der 
negativ geladenen OH-Ionen nahekommt. Diese stark negative Aufladung 
desWassers durch Kohle wird uns dadurch verständlich, daß wir ihre Fähigkeit, 
H-Ionen stärker als OH-Ionen zu adsorbieren, anerkennen. Wird also ein 
Kohlestab in eine Sulfosäurelösung, z. B. Fuchsin S, gebracht, so entsteht zu- 
nächst um die Kohle eine Doppelschicht, welche aus der inneren H- und der 
äußeren O H-Schicht besteht. Die H-Ionen laden die Kohle positiv auf, wo- 
durch eine Potentialdifferenz zwischen Kohle und Wasser — welche immer die 
Ladung der Außenschicht trägt — zustande kommt. Die Anreicherung 
der OH-Ionen ist immer eine stärkere, so daß sich die negativ geladenen 
Farbstoffe in einem stark negativ geladenen Felde befinden, wodurch die 
Bedipgungen der Elektropie bzw. der Entfärbung gegeben sind. 

Ein Teil des Carbinols wird nun infolge Druckwirkung der negativen 
Ionenschicht bzw. ihrer negativen Ladung, welche die Oberfläche der Schicht 
zu verkleinern sucht, noch im farblosen Zustande in die positive Ionenschicht, 
welche sich in der Kohle befindet, gepreßt, wo das Carbinol farbig regeneriert 
wird und den farbigen Schimmer der Oberfläche erzeugt, wodurch ein 
direkter Adsorptionsprozeß vorgetäuscht wird. Demnach ist die Umlagerung 
des Farbstoffs in das farblose Carbinol der primäre Prozeß und die Ad. 
“rption der Farbstoffe (insbesondere der basischen) durch Kohle der 
sekundäre Vorgang und somit keine echte Adsorption, sondern ein Adsorp- 
tonsvorgang neuer Art, welchen wir als elektrope passive Regenerations- 
aisorption bezeichnen möchten. | 

Befindet sich der Kohlestab in der Lösung eines positiv geladenen 
Farbstoffs, wie Fuchsin, so wird dieser infolge seiner positiven Außenladung 
mit den positiven H-Ionen — aber im weit langsameren Tempo — gegen 
die Kohle schwimmen, wobei die Farbstoffmoleküle die die Kohle bereits 
umgebende negative Außenschicht passieren. In die negative Zone gelangt, 
erleiden sie aber mit fortschreitender negativer Aufladung des Wassers 
die elektrope Tautomerisation und werden einerseits durch Druckwirkung 
der negativen Außenschicht in die im Kohlestab befindliche positive 
Icnenschicht gepreßt, wo sie farbig regeneriert werden. Andererseits 
sammeln sich die regenerierenden Farbstoffe in unmittelbarer Nähe der 
positiven Schicht auf der Oberfläche des Kohlestabes an und senken sich auch 
teilweise zu Boden. 


Zusammenfassung. 

Wir möchten in dieser Zusammenfassung davon abschen, die 
Einzelheiten der gewonnenen Resultate eingehend zu besprechen, 
um so mehr, da wir diese am Einde der einzelnen Versuchsserien genügend 
besprochen haben ; vielmehr möchten wir das prinzipielle Hauptresultat, 
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welches sich auf den Zusammenhang zwischen Elektropie und Ad- 
sorption bezieht, hervorheben. 

Im Laufe der angestellten Versuche haben wir dreierlei Arten 
von Adsorptionen kennengelernt. Der ersten Art von Adsorption be- 
gegneten wir beim Zusammenbringen der Farbstoffe mit Casein, Nuclein. 
Euglobulin usw., bei denen die Adsorption der Farbstoffe direkt erfolgte 
und welche wir als die bekannte direkte elektrostatische Adsorption be- 
zeichnen möchten. | 

Der zweiten Adsorptionsart begegneten wir beim Zusammenbringen 
des farblosen Carbinols mit Kohlepulver, welches das Carbinol voll- 
ständig bzw. restlos zu adsorbieren vermochte. Die Kohle besaß aber 
auch das Vermögen, Farbstoffe elektrop umzulagern, wie dies einerseits 
aus den bekannten Versuchen von Freundlich und Losev und aus den 
unseren, mit wenig Kohle und mit Kohlestäbchen angesetzten Ver- 
suchen hervorgeht. Auch sahen wir aus den Versuchen an Gelatine- 
platten, daß die Adsorption der Farbstoffe mit einer gleichzeitigen 
Umlagerung der Farbstoffe verbunden ist, und wir nahmen auf Grund 
der beobachteten Erscheinungen an, daß bei der Adsorption eines 
elektropen Farbstoffs durch Kohle die elektrope Umlagerung den 
primären Vorgang und die Adsorption des farblosen Carbinols den 
sekundären Vorgang darstellt und somit der Adsorptionsvorgang eines 
elektropen Farbstoffs durch Kohle sich zusammensetzt: 

l. aus der elektropen Umlagerung des Farbstoffs als erste Phase. 

2. aus der Adsorption des Carbinols als zweite Phase. 

Wir möchten diese Art von Adsorption, bei der die Ladung de: 
Adsorbens nicht nur die Bedeutung eines elektrostatischen Anziehungs- 
mittels, sondern gleichzeitig die Bedeutung einer Energie besitzt, 
welche befähigt ist, das Substrat chemisch primär umzuwandeln, als 
elektrope Adsorption bezeichnen. 

Die dritte Art von Adsorption haben wir beim Zusammenbringen 
der farblosen Carbinole mit den Ladungsstoffen: Casein, Nuclein, 
Euglobulin, Papier usw. kennengelernt. Diese Substanzen sind nämlich 
imstande, die Carbinole zu regenerieren und zu adsorbieren. Auch 
hier bewirken sie also einen primären elektropen Vorgang, indem sie 
das Substrat durch ihre elektrostatische Ladung intramolekular umlagem 
bzw. chemisch verändern und sodann die zurückgebildeten Farbstoffe 
sekundär, wie im Falle >iner gewöhnlichen elektrostatischen Adsorption. 
adsorbieren. Diese Art von Adsorption setzt sich also zusammen: 

l. aus der elektropen Umlagerung des Carbinols als erste Phase. 

2. aus der elektrostatischen Adsorption des zurückgebildeten Farh- 

stoffs als zweite Phase. 

Wir möchten diese Art von Adsorption, bei der also die elektro- 
statische Ladung ebenfalls die Bedeutung einer Energie, welche primär 
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die chemische Umwandlung des Substrats zu bewirken vermag, besitzt, 

und bei der sich der entgegengesetzte Vorgang wie bei der elektropen 

Adsorption vollzieht, als elektrope Regeneralionsadsorption bezeichnen. 

Die elektrope Regenerationsadsorption läßt zwei Typen erkennen: 

l. die aktive elektrope Regenerationsadsorption, bei der die Um- 
lagerung des Carbinols und die elektrostatische Adsorption des 
Farbstoffs durch Anziehung zustande kommt (Beispiel: Fuchsin 
S-Carbinol — Casein), 

. die passive elektrope Regenerationsadsorption, bei der die Um- 
lagerung der Carbinole und die Adsorption des zurückgebildeten 
Farbstoffs durch Ladungsdruck der umgebenden lonenschicht 
zustande kommt (Beispiel: Fuchsin S — Kohlestab). 


Die methodische Anwendung der Elektropie. 
Die Chemoskopie. 

Wir haben bereits experimentell festgestellt, daß die intramolekulare 
Umlagerung der Triphenylmethanfarbstoffe unter Einwirkung elektro- 
statischer Ladungen in zweifacher Richtung erfolgen kann: 

l. in Richtung des Carbinols, wobei die Entfárbung der Farbstoffe 

stattfindet, 

2. in Richtung des Farbstoffs, wobei die farblosen Carbinole in 

farbige Verbindungen umgelagert werden. 

Die elektrope Tautomerisation der Farbstoffe in Richtung des 
Carbinols erfolgt unter dem Einfluß von negativ elektrischen Ladungen, 
dagegen diejenige der Carbinole in Richtung des Farbstoffes unter dem 
Einfluß von positiv elektrischen Ladungen, welche von den Ladungs- 
stoffen in Wasser in Gegenwart der Farbstoffe nach den Prinzipien 
der Kontaktelektrisierung erzeugt werden. 

Da somit Farbstoffe und Carbinole, ebenso wie Elektroskope, 
elektrostatische Ladungen anzeigen, wobei sich die Wirkung der elektro- 
statischen Ladungen in einer sichtbaren chemischen Veränderung der 
Farbstoff- bzw. Carbinolmoleküle kundgibt, möchten wir sie als Chemo- 
skope benennen. Die Chemoskope sind also speziell konstituierte che- 
mische Verbindungen, welche sowohl das Vorzeichen als auch die 
Ladungsstárke anderer elektrostatisch geladener Körper anzeigen, da 
sie selbst ein bestimmtes elektrisches Potential besitzen, dessen Ver- 
änderung durch das Potential der Ladungskörper zu einer intra- 
molekularen Wanderung gewisser Atome bzw. Atomgruppen führt. 
Die Methode, welche sich mit der Ladungsqualimetrie und Ladungs- 
quantimetrie durch Chemoskope beschäftigt, wird im nächsten 
Chemoskopie genannt. Die Chemoskopie ist also weiter nichts als die 
Anwendung der elektropen Umwandlung tautomerisationsfähiger Ver- 
bindungen zu Messungszwecken elektrischer Ladungen, wobei die Ver- 
änderungen der elektropen Substanzen sichtbar verfolgt werden können. 


to 
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Wir möchten nun die allgemeine Charakteristik der Farbstoffe 
und der Carbinole als Chemoskope besprechen. 

Bezüglich der Farbstoffe wurde bereits experimentell festgestellt. 
daß die intramolekulare Verschiebung der OH-Gruppe in Richtung 
des Carbinols im eigenen elektrischen Felde des Farbstoffmolekül: 
ausschließlich durch negativ elektrische Felder erfolgt, einerlei, ob das 
Farbstoffmolekül selbst eine positive oder eine negative elektrostatische 
Ladung besitzt. Die Entfärbung der Farbstoffe erfolgt durch die 
negative Fremdladung langsam mit meßbarer Geschwindigkeit, sie sind 
somit keine prompt funktionierenden bzw. empfindlichen Chemoskope 
gegen negative Ladungen, vielleicht aus dem Grunde, weil sich das 
Ladungsgleichgewicht zwischen der elektrostatischen Ladung des 
Farbstoffmoleküls und der Fremdladung aus intramolekularen elektro- 
dynamischen Gründen nur langsam einstellt. 

Die Regeneration der Farbstoffe aus den farblosen Carbinolen 
geht unter Einwirkung von positiv elektrischen Feldern vor sich. Die 
Carbinole werden in die Farbstoffe — unbekümmert um das Vorzeichen 
der farbigen Originale — ausschließlich durch positive Ladungen 
zurückverwandelt. Dieser Regenerationsprozeß durch positive la- 
dungen ist jedoch im allgemeinen eine viel schnellere als die Entfärbung 
der Farbstoffe durch negative Ladungen. Bei den Carbinolen der 
stärkst negativ geladenen Farbstoffe, wie z. B. Rotviolettcarbindl. 
Fuchsin S-Carbinol, geht sogar die Regeneration momentan, mil un- 
meßbarer Geschwindigkeit vor sich. Entgegen den Farbstoffchemoskopen 
sind somit die Carbinolchemoskope äußerst empfindliche Körper, die 
Einstellung des Ladungsgleichgewichts erfolgt bei ihnen unter dem 
Einfluß von positiven Ladungen, ähnlich wie bei den Indikatoren unter 
Wasserstoffionenwirkung, momentan mit unmeßbarer Geschwindigkeit. 
Aus diesem Grunde besitzen positive Ladungen auf Carbinolchemoskopt 
eine viel stärkere Wirkung als die negativen Ladungen auf Farbstoff- 
chemoskope, und deshalb wirken schon minimale positive Ladungen 
frappant, wogegen minimale negative Ladungen nur einen sehr lang- 
samen und oft undeutlichen Effekt auslösen!). 


1) Die Carbinolo sind also im allgemeinen äußerst empfindliche 
Chemoskope auf positive Ladungen. Um ihre wahre Bedeutung kennenzu: 
lernen, müssen wir dio Beziehungen der Carbinole als Chemoskope zu den 
Indikatoren, welche uns Wasserstoffionenkonzentration anzeigen, kurz 
streifen. Dio Carbinole sind in wässeriger Lösung nicht dissoziationsfähtz, 
wogegen die schwächsten Indikatoren in wässeriger Lösung dissoziiert sind. 
Die Carbinolo als Chemoskope müssen uns Ladungen anzeigen, welche 
vielleicht durch keine der bekannten und empfindlichen Indikatoren nach- 
gewiesen werden können. Die Carbinole (von z. B. Rotviolett, Fuchsin 5) 
gehören somit zu den empfindlichsten Körpern gegen positive Ladungen, da 
sich bei ihnen das elektrostatische Ladungsgleichgewicht, wie erwähnt, ebenso 
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Die Chemoskopie. 

Die Chemoskopie dient zur Bestimmung des Ladungsvorzeichens 
und der Ladungsstárke verschiedenster Stoffe bzw. der durch sie er- 
zeugten Kraftfelder und Kraftfeldstárken. Die Umwandlungen der 
Chemoskope geben sich in sinnfälliger Weise in Entfärbungen bzw. 
Farbenregenerationen kund. Die Chemoskopie ist demnach als Methode 
so einfach, daß sie eine’ allgemein anwendbare Methode zu werden 
verspricht. Die Chemoskopie befindet sich noch in ihren ersten An- 
fängen, und wenn wir schon jetzt an dieser Stelle auf sie eingehen, 
so geschieht dies mit Rücksicht darauf, daß wir mit unserer bisherigen 
noch primitiven Methodik wichtige Aufschlüsse über manche Frage- 
stellungen auf biologischem Gebiete gewonnen haben. 

Deshalb besitzt die Methode noch viel Willkürliches, sie enthält 
nur experimentell gefundene Grundlagen, welche somit keine endgültige 
sind und einen Ausbau in exakter Richtung bedürfen. 

Wir möchten im nächsten die Chemoskopie gemäß ihrer Aufgabe 
in zwei Teilen besprechen: 

l. Ladungsqualimetrische Chemoskopie. 

2. Ladungsquantimetrische Chemoskopie. 

Bevor wir jedoch diese Methodik beschreiben, möchten wir auf 
einen hervorragend wichtigen Punkt: 

auf die Eichung der Reagenzgläser und Gefäße 
eingehen, da sie eine ,,conditio sine qua non” unserer Methode darstellt. 
Die Reagenzgläser sowie alle Gefäße, welche zu Versuchen auf dem 
Gebiete der Elektropie zur Verwendung kommen, müssen unbedingt 
weifach geeicht werden. Zuerst müssen sie mit gewöhnlichem Wasser, 
sodann mit destilliertem Wasser gründlich (acht- bis zehnmal) aus- 
gewaschen werden und sodann die eine Hälfte mit einer 0,1prom. 
Fuchsin S-Lösung, die andere dagegen mit Fuchsin S-Carbinol, welches 
aus der O,lprom. Fuchsin-S-Lösung durch Kohlestábe (s. S. 384) her- 
gestellt wurde, vollgegossen. Die beiden Reihen werden sodann in der 
Kälte 24 Stunden lang stehen gelassen und nach Ablauf dieser Frist 
einer Revision unterworfen. Es werden nun diejenigen’ Gläser aus- 
gewählt, welche weder eine Entfärbung des Farbstoffs noch die Re- 
generation der Carbinole erkennen lassen, in denen mit anderen Worten 
der Farbstoff und das Carbinol unverändert blieben. Nachdem diese 
Auswahl getroffen wurde, werden die Gläser mit destilliertem Wasser 
zwei- bis dreimal ausgespült und sodann in sauberen Glasgefäßen auf- 





wie bei den Indikatoren mit unmeßbarer Geschwindigkeit einstellt. Sie 
verdienen somit, auch zur Messung von Wasserstoffkonzentrationen ver- 
wendet zu werden in dem Sinne, wie dies uns durch die klassischen Aus- 
fihrungen von Michaelis vorgezeichnet ist. Diesbezügliche Untersuchungen 
sind bereits mit Bodo im Gange. 
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bewahrt. Es ist ratsam, die Eichung in einem Massenversuch vor- 
zunehmen, da erfahrungsgemäß unbrauchbare Glasgefäße in großer 
Zahl vorkommen und meistens sogar der erste Eichungsversuch miBlingt. 
Sollten bei dem ersten Eichungsversuch trotz der saubersten Arbeit:- 
weise viel unbrauchbare Stücke vorkommen, so werden sie mit des. 
liertem Wasser wieder gründlich ausgewaschen, von neuem geeicht und. 
falls nötig, der Eichungsversuch öfters wiederholt. 


Die ladungsqualimetrische Chemoskopie. 

Die Ladungsqualimetrie entscheidet darüber, ob ein Stoff in 
Wasser ein positives oder negatives Potential bzw. Kraftfeld erzeugt. 
Aus den gewonnenen Ergebnissen wird sodann ein Rückschluß auf dir 
Ladung des Ladungskörpers selbst gezogen. 

l. Die Fuchsin S-Probe. Man bereitet sich eine 0,1prom. Lösung 
und gibt die zu prüfende Substanz (unter gleichzeitiger Einstellung der 
Kontrollen) hinzu, läßt nach mehrmaligem Umschütteln stehen und beoh- 
achtet je nach dem Zwecke des Experiments bis 48 Stunden, ob und wie 
schnell und in welchem Grade die Entfärbung des Farbstoffs eintntt. 

Die Entfärbung kann entweder vollständig sein, und man spricht 
dann von einer vollständigen Entfárbung der Farbstofflösung, oder sic 
kann je nach der Farbstärke fast vollständig (+) oder sehr stark entfárh: 
(+), wenig entfárbt (++ — +++) oder unangegriffen (+ + +) sein. 

2. Die Fuchsin S-Carbinolprobe. Man bereitet sich aus der 0,1 prom. 
Farbstofflósung durch die elektrostatische Darstellungsmethode mi 
Kohle die Carbinollósung. Diese muß nicht vollständig farblos sein. 
eine leichte Rosafärbung stört die Ladungsqualimetrie nicht. Mar 
bringt etwa 2cem der Carbinollösung in geeichte Eprouvetten, gibt 
dann die zu prüfende Substanz hinzu und beobachtet, ob, wie schnell 
und mit welcher Stärke die Farbstoffe regeneriert werden. Die gleich- 
zeitig angestellten Kontrollproben (Carbinol allein und Carbinol mit 
einem Tropfen HCl versetzt) orientieren uns über die Intensität der 
Regenerationsfarbe, welche wir mit +, ++, +++ bezeichnen. Au: 
den Ergebnissen von l. und 2. stellt man nun die Ladungsdiagno*. 
1. Entfárbung des Farbstoffs 


2. keine Farbenregeneration des 
Carbinols | 

l. Keine Entfárbung des Farb- 
stoffs, sogar Vertiefung des 
Farbentones 

2. Farbstoffregeneration des Car- 
binols 

l. Keine Entfärbung des Farb- | 
stoffs 

2. keine Farbstoffregeneration des | 
Carbinols 


| zeigen an, daß die Ladung im Wasser 
eine negative ist. 


zeigen an, daß die Ladung im Wasser 
eine positive ist. 


zeigen die Indifferenz der Substanz an. 
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I. Ladungsquantimetrische Chemoskopie. 

Wie bereits erwähnt, haben wir experimentell festgestellt, daß 
sowohl positiv wie negativ geladene Farbstoffe durch negative Ladungen 
zur Entfärbung und durch positive zur Regeneration gebracht werden 
können. Es wurde experimentell gefunden, daß zur Entfárbung der 
positiven basischen Farbstoffe größere negative Ladungen nötig sind 
als zur Entfárbung der negativ geladenen Sulfosáurefarbstoffe. Wir 
fanden sodann, daß innerhalb der basischen und sauren Farbstoff- 
gruppen Glieder von abgestumpfter Empfindlichkeit gegen die elektro- 
statische Ladung zu finden sind. 

Die Reihenfolge der negativ geladenen sauren Farbstoffe ist 
folgende: Rotviolett, Fuchsin S, Wasserblau, Lichtgrün, Pyrrholblau. 

Die Reihenfolge der positiv geladenen basischen Farbstoffe war 
folgende: Fuchsin, Malachitgrün, Methylviolett, Gentianaviolett, 
Kristallviolett. 

Wir zogen aus den Beobachtungstatsachen den allgemeinen Schluß, 
daß die negative Ladung der Farbstoffmoleküle die Umlagerung be- 
gúnstigt und erhöht, die positive dagegen erschwert und erniedrigt. 

Je leichter umlagerungsfähig also ein Sulfosäurefarbstoff, desto 
größer die positive Ladung des Farbstoffmoleküls. Wir haben also mit 
Hinweis darauf, daß die Empfindlichkeit der Farbstoffmoleküle durch 
das Vorzeichen und die Größe der Ladung bedingt ist, die Empfindlich- 
keitsskala der Farbstoffe mit der Ladungsreihenfolge gleichgesetzt. Da 
für uns die Farbstoffe somit von Bedeutung der Chemoskope waren, 
welche auf Grund ihrer Empfindlichkeit auf bestimmte Potentiale 
eingestellt sind, benutzen wir sie zu einer Ladungsquantimetrie. 

Die ladungsquantimetrische Chemoskopie arbeitet dementsprechend 
mit einer positiven Chemoskopreihe und mit einer negativen Chemoskop- 
reihe. Es soll jedoch daran erinnert werden, daB der Unterschied zwischen 
beiden Farbstoffgruppen kein gegensätzlicher qualitativer, sondern quanti- 
tativer ist, da die basischen Farbstoffe unter Einwirkung sehr starker 
negativer Ladungen ebenfalls zur Entfärbung gebracht werden können. 


A. Vorprobe. 
l. Fuchsin S und Fuchsinprobe. 2. Carbinolprobe. 
Beide werden wie bei der Ladungsqualimetrie angegeben ausgeführt. 


Fuchsin S entfärbt e . 
Buchsiet. entfarbt | Ladung der Substanz viel stärker negativ als 


Carbinol nicht regeneriert | diejenige des Fuchsins 5. 


Fuchsin S entfárbt Ladung der Substanz schwächer negativ als 
H H 


Fuchsin nicht entfárbt bei a, aber noch stárker als diejenige des 
Carbinol nicht regeneriert | Fuchsins $. 


Fuchsi i ärbt ) Se e 
uchsin S nicht entfärbt | die negative Ladung der Substanz sehr schwach, 


Fuchsin nicht entfärbt | schwächer als die Ladung des Fuchsins $. 
Carbinol regeneriert i 
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B. Reihenversuch. 
Man stellt folgende negative 1 prom. Chemoskopreihe in Reagenzglásern 
ein, setzt dann die prüfenden Substanzen zu, schüttelt ein paarmal durch 


und läßt ruhig stehen: 
Rotviolett, Fuchsin S, Wasserblau, Lichtgrün, Pyrrholblau. 


Entfärbt Rotviolett . . . . . 2 2 2 20220. negative Ladungsstärke l 
e Rotviolett und Fuchsin S .. Su j3 2 
SS Rotviolett, Fuchsin S und Wasserblän gi Se 3 

= Rotviolett, Fuchsin S, Wasserblau, 
Lichtgrün . . ies a 8 8% 3 SS 4 

Su Rotviolett, Fuchsin S, Wasserblau, 
Lichtgrün und Pyrrholblau.. . . . H dp 3 


Erfolgt die Entfárbung der ganzen Serie, so stellt man die Reihe der 
positiven Chemoskopreihe ein: 
Fuchsin, Malachitgrún, Methylviolett, Gentianaviolett, Kristallviolett. 


Entfärbt Fuchsin. . . . 2. 22 2 22200. negative Ladungsstärke 6 
eg Fuchsin und Malachitgrún . . . 2 S a 
5 Fuchsin, Malachitgrün u. Methylviolett vg z $ 

Sé Fuchsin, Malachitgrün, Methylviolett 
und Kristallviolett. . . e éi 9 

SÉ Fuchsin, Malachitgrün, Methylviolett, 
Kristallviolett und Gentianaviolett e = 10 


C. Regenerationsprobe. 

Diese Probe ergänzt die vorige. Die farblos oder fast ganz farblos 
gewordenen Farbstofflósungen werden durch kleine Filter filtriert (unter 
Umständen ultrafiltriert) und die Filtrate mit einem Tropfen n/10 Salzsäure 
behandelt und falls erforderlich, leicht erwärmt. Man beobachtet dann die 
Regenerationsstärke der Farben. 


II. Ladungsquantimetrie durch die beobachteten Adsorptions- 
erscheinungen. 

Je größer die Adsorbtion des Farbstoffs, desto schwächer negativ 
die Ladung des fraglichen Körpers. Keine oder schwache Adsorption 
zeigen daher eine starke negative Ladung, starke Adsorption dagegen 
eine schwach negative Ladung des fraglichen Körpers an. 

Die Kennzeichen einer schwach negativ geladenen Substanz sind so- 
mit: große Adsorptionsfähigkeit, keine (oder nur minimale) Entfárbungs- 
vermögen für Farbstoffe, großes Regenerationsvermögen für Carbinole. 

Kennzeichen eines stark negativ geladenen Kolloids: Keine oder 
kleine Adsorptionsfähigkeiten, großes Entfärbungsvermögen für Farb- 
stoffe, keine oder minimale Regenerationsfähigkeiten für Carbinole. 


III. Ladungsquantimetrie auf Grund der beobachteten 
Filtrierpapierreaktion. 
Werden die entfärbten Farbstoffproben filtriert, so können im 
Verlaufe oder nach erfolgter Filtration die bereits beschriebenen Phäno- 


mene auftreten. 
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Findet eine Regeneration der stark entfárbten Carbinole auf dem 
Filtrierpapier statt, so ist die Ladung des Papiers eine schwächer 
negative und diejenige der Substanz, welche sich auf dem Papier be- 
findet, eine viel stärker negative als die Ladung des Papiers. 


IV. Verwendung gefärbter Gelatineplatten und Carbinol- 

gelatineplatten zur Ladungsquali- und -quantimetrie. 

Gefärbte Gelatineplatten und farblose Carbinolplatten eignen sich 
gut zu orientierenden Versuchen. Die Platten werden wie bereits an- 
gegeben hergestellt und gefärbt. Man gibt dann auf die gefärbten 
Platten noch im feuchten Zustande die Substanz und beobachtet die 
erfolgten Entfärbungen oder Farbenregenerationen. Erfolgt eine Ent- 
firbung, so muß entschieden werden, ob’ diese durch die Adsorption 
des Farbstoffs aus der Gelatineplatte, oder aber durch die elektrope 
Umlagerung des Farbstoffs in die farblose Form erfolgt ist. Dies ge- 
schieht durch das Auftropfen von n/10 Salzsäure auf die entfärbte 
Stelle. Bleibt sie farblos, so wurde der Farbstoff herausadsorbiert, 
erfolgt dagegen eine Farbstoffregeneration an der entfärbten Stelle, 
so wurde der Farbstoff elektrop umgelagert. Die erzielte Regenerations- 
stärke läßt sodann erkennen, ob neben der Umlagerung auch eine 
Adsorption stattgefunden hatte. 


Über Chemoskopie verschiedener Ladungskörper. 

In folgendem haben wir einen orientierenden Massenversuch vor- 
genommen, indem wir eine Reihe von anorganischen und organischen 
Substanzen auf ihr Vermögen, Ladungen zu erzeugen, geprüft haben. 
Es war nicht unser Zweck, den Ladungsmechanismus eines jeden 
Stoffes einzeln zu besprechen, wir betrachteten nur den experimentell 
beobachteten Endeffekt der Ladungsvorgänge, welcher sich einstellt, 
sobald die Substanzen mit einem Carbinolchemoskop (aus Fuchsin S) 
zusammengebracht wurden. 

Wir hatten also nur die Fragestellung zu beantworten gehabt, 
ob der Ladungsstoff das Wasser positiv oder negativ aufladet und ob 
er etwa eine elektrostatische Indifferenz zeigt. Der positive Ladungs- 
effekt mußte nach unseren Voraussetzungen zu einer Farbstoff- 
regeneration des farblosen Carbinols führen, der negative und der in- 
differente dagegen wirkungslos bleiben. 

Um die beiden, negative Ladung und Ladungsindifferenz, von- 
einander zu unterscheiden, mußten die Substanzen mit der Farbstoff- 
lösung Fuchsin S selbst zusammengebracht werden. Die negativen 
Ladungen mußten sich in einer Entfärbung der Farbstofflösung kund- 
geben, wogegen sich die Indifferenz der Substanzen darin offenbaren 
mußte, daß die Farbstofflösung auch weiter ihre Färbung behielt. 


26* 
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Wir haben also die Substanzen direkt in kleinen Widalróhrchen befind- 
liche Carbinollösungen gebracht, schüttelten leicht und haben die 
Resultate einerseits sofort, andererseits nach 24 Stunden abgelesen 
und korrigiert. Je nach der kolorimetrischen Stärke der erzeugten 
Regenerationsfarben des Fuchsin S notierten wir diese mit +, +-. 
+++. In der Spalte negativ ist die negative Ladung und die Ladungs- 
indifferenz der Substanz aufgenommen. 


Organische Substanzen. 








Bee sh 
Negativ | de D Er \ = 
Diineihyipare- | Oxyglutarsäure Glykokoll ` Alanin 
amidobenz- . (£) : Leucylglycin ' Leucin hydrochl. 
aldehyd ' Methylalkohol Formaldehyd ı Benzaldehyd 
Áther , Äthylalkohoı | Nitrobenzal- ' Arabinose 
Ureum ‘ Naphthylarrin(+), dehyd . Acid. asparag. 
Hexamethylen- | Glycerin | Glycerinsldehyd Glutamiusäure 
tetramin ' Cholesterin ' Galaktose(+==++)' Aloin 
Mononatriumurat ` Lactose ` Dextrose | Dextrin 
Kreatinin Thiocarbamid €| Gummi arabic. | Amylalkohol 
Guanidincarbonat Phenolphthalein , Glykogen | Methylacetat 
Indol ' Naphthalin-#-  Acetylphenyl- | Acetessigester 
Scatol ‘ monobromat hydrazin Monobutyrin 
Naphthol - Hypoxanthin Cantharidin | Tributyrin 
Diphenylamin ` Dimethylamido- , Phloridzin | Phenylhydrazin 
Benzidin "  azobenzol - Phloroglucin Hydroxylamin 
p-Toluidin ' Papavotin ' Orcein | sulf. 
Chloroform Ol. Camphorat. : Vanillin | Resorcin 
Anilin ' Ol. Creosoti . Saponin Hydrochinon 
Toluol Zymin ` Opium 
Ligroin | i Xanthin 
Thymol ' Harnsáure 
| Amylnitrit 
| Bromalhydrat 
Choralhydrat 
p-Dichlorbenzo! 
Monachlorphenei 
Xylol 


Ol. terebenth. 


Sehr langsam laden positiv auf: Alkohol, Glycerin, Acetylphenyl- 
hydrazin, Naphthalinmonobromat, Ol. camphorat. 


Ein auffallendes gegensätzliches Verhalten zeigten: 


Harnsäure . . . . à Mononatriumurat 

Xanthin. . ....... Hypoxanthin 

Phenylhydrazin. . . . . . Acetylphenylhydrazin 
Lactose . . . Galaktose . . . Dextrose . . . Arabinose. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, erzeugt die Mehrzahl der 
Substanzen, welche zu diesen Versuchen nicht systematisch ausgewählt, 
sondern ohne Auswahl verwendet wurden, positiv geladene Kraftfelder. 
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Die positive Ladung ist entweder kontaktelektrischer Natur, 
elche dadurch zustande kommt, daß die Ladungsstoffe negativ ge- 
ene Kraftfelder erzeugen, deren Größe jedoch eine geringere ist 
ls die negative Ladung der anwesenden Sulfosäuremoleküle und sich 
omit die geringeren Potentiale als positive Ladungen aufführen, oder 
s sind die erzeugten positiven Ladungen absoluter Natur. 

Die weitere Prüfung einiger Substanzen der sich negativ ver- 
ıaltenden Gruppe (negativ in bezug auf die Farbenánderung) mit 
Fuchsin S-Lösung ließ den Erwartungen gemäß die elektrostatisch 
ndifferente Gruppe und die elektrostatisch negativ aufladende Gruppe 
eicht, unterscheiden. Die Glieder der ersten Gruppe entfärbten die 
Farbstofflösung nicht, die zweite dagegen bewirkte Entfärbungen von 
verschiedener Intensität. 


Stark negativ ladende Schwach negativ ladende 


Ladungskörper. Ladungskörper. Indifferente Körper. 
Fuchsin S, vollständig Fuchsin S, wenig entfärbt Fuchsin S, nicht entfärbt 
bzw. fast vollständig Ureum Diphenylamin 
entiarbt Natrium asparaginicum XNaphthol 


Hexamethylentetrarnin Natrium salycilicum 
Mononatriumurat 
(manidincarbonat 
Kreatinin 
Anılın 

Auch haben wir einige Versuche mit Glykokoll, Alanin, Leucyl- 
glycin und Fuchsin-S-Lösung angestellt und fanden, daß sie sich gegen- 
über diesem Farbstoff indifferent verhielten und somit keine negativen ` 
Ladungen erzeugten. | 


Auffallend war das Verhalten der Ammoniumsalze, welche kein einziges 
Mal unter den Gliedern der negativen Gruppe zu finden waren. Sehr 
langsam ladet Arsensäure auf. 


Negativ ladende Substanzen Indifferente Substanzen 


Fuchsin S entjärbt Fuchsin S nicht entfarbt 
durch | durch 

Silbernitrat Kaliumrhodanid 
Calciumcarbonat Kaliumjodat 
Natriumwolframat Natriumnitrat 
Natriumacetat 
Dinatriumhydrophosphat 
Natriumtellurat 


Phosphorwolframsaures Natrium. 


Stichproben wurden mit einigen der sich negativ (in bezug auf die 
Farbenänderung) vethaltenden Glieder mit Hilfe der Fuchsin S-Lösung 
vorgenommen, auch konnten hierbei elektroindifferente und negativ 
ladende Substanzen unterschieden werden. 
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Anorganische Substanzen und Salze organischer Verbindungen. 
nen. 


Negativ ` + Í ++ ch sky 





Natriumehlorid EE H Ammonsulfat Ammonmolybdat 
Natriumbromid - Ammonbromid Ammonrhodanat Ammoniumlactat 














Natriumfluorid Ammontartarat | Natriumoxalat Ammonium- 
Natriumsulfat ` Natriumbenzoat | Zinksulfat '  oxalat 
Natriumnitrat ı Kaliumnatrium- | Calomel | Ammonsalycilat 
Natriumnitrit Ñ tartarat ' Natrium- 
Natriumrhodanid | Strontiumchlor. ı  biphosphat 
Natriumtetraborat : Bariumsulfat | | Natrium- 
Dinatriumhydro- . Bariumcarbonat ` ` metaphosphat 
phosphat | Acidum arsenic. | Kaliumalumi- 
Natriumphosphor- | | niurnsulfat 
molybdat | Aluminiumsulfat 
Natriumwolframat | Ferrosulfat 
Natriumtellurat Ferrisulfat 
Natriumformiat Ferroammon.- 
Natriumacetat sulfat 
Natriumsalycilat Ferrinitrat 
Natriumeitrat Thalliumsulfat 
(dreibas.) Cupruisulfat 
Kaliumchlorid Bleinitrat 
Kaliumjodit R Ä Bleicarbonat 
Kaliumbromid | : Mercuronitrat 
Kaliumchlorat | | Mercurisulfat 
Kaliumnitrat | 
Kaliumrhodanid 
Kaliumtellurat 
Kaliumchromat 
Lithiumchlorid 
` Calciumcarbonat 
Calciumchlorid Ä 
Magnesiumsulfat 
Ferrocyankalium 
Ferricyankalium 
Mercurioxyd | 
Silbernitrat | 


1 


Mit diesem Massenversuch wollten wir nur die Anwendbarkeit 
der Chemoskopie, welche uns zur schnellen und sicheren Auffindung 
der Ladungskórper fúhrte und auch interessante Ánderungen des 
Ladungsvermógens organischer Verbindungen in Abhängigkeit von 
ihrer Konstitution usw. anzeigte, prüfen. Auch die organischen Ver- 
bindungen lieferten diesbezüglich interessante Befunde, deren Be- 
sprechung im einzelnen nicht den Zweck vorliegender Mitteilung bildet. 
da wir diesen orientierenden Massenversuch nur mit dem Zwecke 
vorgenommen haben, um über prinzipiell wichtige Punkte weiter- 
zukommen. 


Über Elektropie. 


II. Mitteilung. 
Elektropie durch Zelladungen. Chemoskopie der Zellen. 


Von 
L. Karczag und F. Sternberg. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der kgl. Pázmány Péter-Universitát 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 3. April 1923.) 


Einleitung. 


Die Elektropie beruht auf einer Teileigenschaft von Substanzen, 
welche durch die verschiedensten Energiearten in ihrem chemischen 
Bau und physikalischen Eigenschaften verändert werden. Diese Sub- ' 
stanzen nannten wir im allgemeinen als dystrope Substanzen. Die 
Elektropie bedeutet die Umwandlung der dystropen Substanzen durch 
die elektrostatische Energie, ebenso wie die Phototropie die Umwandlung 
durch Licht, die Thermotropie durch Wärme, die Radiotropie durch 
radioaktive Strahlen bedeutet. Die elektrope Umlagerung führt ent- 
weder zu tautomeren Verbindungen, aus denen die Ursubstanzen 
durch intramolekulare Prozesse auch in umgekehrter Richtung zurück- 
gebildet werden können, oder sie verlaufen irreversibel, ohne jedoch 
zu zerfallen. Schließlich kann der elektrope Vorgang auch zu einem 
Zerfall des Moleküls führen. 

Dje elektrostatische Energie bewirkt im Innern der Moleküle 
dynamische Vorgänge, welche mit Rücksicht darauf, daß sie in dem 
eigenen elektrischen Felde des Moleküls ablaufen, als elektrodynamische 
aufgefaßt werden. Bei der intramolekularen Umlagerung der Tri- 
phenylmethanfarbstoffe bewegt sich die OH Gruppe im eigenen elek- 
trischen Felde, indem sie vom N-Atom zum C-Atom bzw. in umgekehrter 
Richtung wandert. Die negative elektrostatische Ladung bewirkt 
die Umlagerung des Farbstoffmoleküls in Richtung des Carbinols, 
die positive dagegen in umgekehrter Richtung, und führt das Carbinol 
zum Farbstoff. Die elektrope Wirkung der negativen elektrostatischen 
Ladung manifestiert sich also in gleicher Richtung wir die anderen 
Energiearten der Wärme, das Licht und die radioaktive Strahlung, 
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welche mit der negativen elektrostatischen Ladung eine adáquate 
Wirkung besitzen, indem sie ebenfalls die Entfárbung der Farbstoffe 
bewirken. 

Die genannten Energiearten überführen also die labile tautomere 
Modifikation (Farbstoff) in die stabile (Carbinol) und fungieren somit 
als stabilisierende Energiearten. Eine ganz gegensätzliche Wirkung 
besitzt die positive elektrostatische Ladung, welche die stabile Modi- 
fikation in die labile umwandelt und somit als labilisierende Energieart 
fungiert. Es ist uns derzeit keine andere Energie bekannt, welche 
auf elektropen Substanzen einen gleichen Einfluß als die positive 
elektrostatische Ladung auszuüben imstande wäre. 

Überall, wo elektrope Substanzen mit Ladungsstoffen zusammen- 
treffen, verläuft der elektrope Vorgang zu allererst, weshalb in dieser. 
an mehreren Systemen beobachteten Erscheinung das Prinzip der 
präkurierenden Elektropie erblickt wurde. Auf Grund dieses Prinzips 
erlangen die Substanzen eine Empfindlichkeit gegenüber sekundär 
. einsetzenden Vorgängen chemischer, physikalisch-chemischer oder 
biologischer Art. Das Prinzip der präkurierenden Elektropie wird 
aber dadurch, daß die umgelagerte Verbindung in den verschiedensten 
Systemen auswählend bevorzugt wird, zu einem Prinzip der prä- 
disponierenden Elektropie. Beide elektrope Prinzipien verdanken ihre 
Existenz einem dritten, dem Prinzip der elektrostatischen Ladungs- 
dominanz, welches im allgemeinen besagt, daß das Schicksal eines 
Naturprozesses von der Ladungsstärke und dem Ladungssinn der ge- 
ladenen Körper, welche sie im Moment ihres Zusammentreffen: 
besitzen, abhängt, und daß zuerst der Ausgleich der elektrostatischen 
Ladungsprozesse erfolgt und erst nachher das Einsetzen der chemischen 
und anderen (biologischen) Reaktionen beginnt. 

Die Gesetze der Kontaktelektrisierung erstrecken sich auf all 
elektrisch geladenen Körper, ohne Rücksicht auf ihre materielle Natur. 

is bestimmt somit die Ladungsstärke, ob sich ein geladener Körper 
bei Anwesenheit anderer gleichsinnig geladener die Eigenschaften eines 
negativ geladenen oder eines positiv geladenen Körpers entfaltet. Wird 
das Potential eines der Ladungsstoffe durch irgend einen Einfluß 
erhöht oder erniedrigt, so können sich Prozesse verwirklichen, in denen 
sich ein Ladungsstoff entgegengesetzt wie vorhin aufführt, um somit 
neue Eigenschaften, welche er vorhin nicht besaß, zu erlangen, und 
ein wirksamer Stoff zu einem umwirksamen werden und umgekehrt. 

Da die elektropen Substanzen elektrostatische Ladungen anzu- 
zeigen befähigt sind, wirken sie als Elektroskope. Wir haben sie als 
Chemoskope genannt. Fin jedes Chemoskop ist auf ein bestimmtes 
Potential eingestellt, und es gibt solche, welche auf positive, und solche. 
welche auf negative Ladungen eingestellt sind. Diese Eigenschaften 
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er Chemoskope ermóglichen ihre Anwendung zur Ladungsqualimetrie 
nd Ladungsquantimetrie. Es werden mit den Chemoskopen direkt 
iejenigen Potentiale gemessen, welche durch die Ladungsstoffe im 
Vasser erzeugt werden, wobei die Gesetze der Kontaktelektrizitát 
1aBgebend sind. Auf das absolute Vorzeichen der elektrischen Ladung 
ann somit aus den Meßresultaten auf indirektem Wege durch Rück- 
hut gefolgert werden. 

Es sollen in den nächstfolgenden Untersuchungen die elektro- 
tatischen Eigenschaften der Zellen und Zellprodukte mit Hilfe der 
hemoskopie und mit dem Hauptzweck ausgeführt werden, um den 
‚rundsatz der elektrostatischen Biologie, daß die elektrostatische 
adung in dem chemischen und physikalisch-chemischen Geschehen des 
ellebens eine determinierende Rolle spielt, unterstützen zu können!). 
\ach dem Prinzip der elektrostatischen Ladungsdominanz muß die 
lektrostatische Energie der Zelle einen richtenden Einfluß auf das 
chen der Zelle ausüben und somit den Prinzipien der prákurierenden 
ind prädisponierenden Elektropie Gültigkeit verschaffen. Unser 
\ugenmerk sollte also auf das Obwalten dieser Prinzipien gerichtet 
serden, und auch sollte unsere Aufmerksamkeit den Begleitprozessen 
ler Elektropie, unter denen als wichtigste die Adsorptionen genannt 
werden sollen, zugewandt werden. Wie erinnerlich, begegneten uns 
hauptsächlich zwei Arten von Adsorptionsprozessen: 1. die elektrope 
ddsorption, welche aus der elektropen Umlagerung des Farbstoffs als 
erste Phase und aus der Adsorption des Carbinols als zweite Phase 
besteht; 2. die elektrope Regenerationsadsorption, welche aus der elek- 
tropen Umlagerung des Carbinols als erste Phase und aus der elektro- 
statischen Adsorption des zurückgebildeten Farbstoffs als zweite Phase 
besteht. Es schien also von vornherein wichtig, festzustellen, ob diese 
Adsorptionen sowohl außerhalb wie innerhalb der Zellen und des Tier- 
körpers zu beobachten sind. 

Zuerst sollten also in vitro Versuche darüber Aufschluß geben, 
ob Zellen- und Zell- bzw. Körpersäfte imstande sind, die elektrope 
Umlagerung der Farbstoffe und Carbinole zu bewirken. Es sollten 
diesbezüglich Bakterien und isolierte Zellen sowie Körperflüssigkeiten 
tierischer Herkunft untersucht werden. Sodann sollten Versuche 
darüber entscheiden, ob und in welcher Richtung die elektrope Um- 
lagerung innerhalb des tierischen Organismus erfolgt. Im Anschluß 
daran sollten uns die ladungsqualimetrischen und ladungsquanti- 
metrischen Versuche über den elektrischen Zustand der lebenden 
Zellen unterrichten. Stets sollten aber in den Versuchen aller Art 
Anhaltspunkte für die in dem theoretischen Teil aufgestellten Haupt- 





!) Siehe R. Keller, Die Elektrizität in der Zelle. Braumüller, 1918. 
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prinzipien: der elektrostatischen Ladungsdominanz, der prákurierenden 
Elektropie und der prädisponierenden Elektropie gesucht werden, um 
sie als allgemeingültige biologische Prinzipien aussagen zu dürfen und 
dadurch die Elektropielehre begründen und in biologischer Richtung 
ausbauen zu können. 


Versuche. 
1. Chemoskopie der roten Blutkörperchen. 


Menschenblut, welches durch Venäpunktion gewonnen wurde, haben 
wir defibriniert und die Erythrocyten mit physiologischer Kochsalzlösung 
so lange unter wiederholtem Zentrifugieren gewaschen, bis die Kochsalz- 
lösung mit Sulfosalicylsäure keine Trübung mehr gab, und somit die Wasch- 
flüssigkeit vollständig eiweißfrei war. 

Es wurden sodann drei Reihen von geeichten Widalröhrchen aufgestellt. 
In der ersten Reihe wurden Farbstoff- und Carbinolchemoskope mit Erythro- 
cyten zusammengebracht, in den zweiten wurde das Waschwasser mit 
den Chemoskopen als Kontrollprobe angestellt, und die dritte Reihe diente 
ebenfalls als Kontrolle, indem sie die Chemoskope allein enthielten, welche 
mit physiologischer Kochsalzlösung auf das gleiche Volumen als die anderer 
gebracht wurden. 


I. Reihe. 
l. 1 ccm des 0,1 prom. Fuchsin S-chemoskops + 0,5 cem Erythrocyten 
2.1 „ » 0,1 ,  Wasserblauchemoskops + 0,5 „ D 
3. l » » 0,11 , Lichtgrinchemoskops + 0,5 „ 2 
4.1 , „ 0,1 ,„ Fuchsin S-Carbinolchemoskops + 0,5 ccm 
Erythrocyten. 
5. Leem der 0,1prom. Wasserblaucarbinolchemoskops + 0,5 cem 
Erythrocyten. 
II. Reihe. 


Chemoskope wie bei Reihe I + 0,5 ccm Waschflússigkeit. 


III. Reihe. 
Chemoskope wie bei Reihe I + 0,5 ccm physiologische Kochsalzlósun:. 
Nach dem Mischen der Erythrocyten mit den Farbstoffen entstanden 
Mischfarben. Die Sedimentierung der Blutkörperchen begann nach etwa 
2 Stunden. Die Proben entfärbten sich im Laufe des Tages allmählich 
und nach 24stündigem Stehenlassen war folgendes Resultat abzulesen: 








1 
Gi 





Farbenintensitát 
Chemoskop A a ee 
il Reihe 1 Reihe D , Reihe Il 
s e Ä — ern 
l. FuchsinS .......... 1 (H I HH 
2. Wasserblau . . . 2. 222.0. (+) | +++ +++ 
3. Liehtgrün .......... LO +F- G +H Zi 


Die Versuche wurden mehr als zehnmal wiederholt, und zwar mit den 
gleichen Erfolg. Stets entfärbten sich Fuchsin S und Wasserblau, wogegen 
Lichtgrün unverändert blieb die Chemoskope blieben ebenfalls unberührt. 

Um den Nachweis zu erbringen, daß die Farbstoffe in den entfárbten 
Proben eine elektrope Umlagerung in die Carbinolform erlitten, haben vi 
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lie entfárbten Flússigkeiten vorsichtig abpipettiert und sie sodann mit 
inem Tropfen n/10 HC] behandelt. Die Flüssigkeiten erlangten sofort 
nit der ursprünglichen Intensität ihre Originalfarbe als ein Zeichen dafür, 
laß weder eine Adsorption der Farbstoffe noch der Carbinole durch die 
rythrocvten stattgefunden hatte. Die mikroskopische Untersuchung der 
3lutkórperchen ergab, daß die Farbstoffe nicht aufgenommen wurden, 
be Blutkörperchen waren nicht tingiert. 


2. Chemoskopie der weißen Blutzellen. 

Zu diesen Versuchen wurden die weißen Blutzellen aus dem 
’eritoneum von Meerschweinchen gewonnen, indem die Tiere 24 Stunden 
vor den Versuchen 10 bis 15ccm physiologische Kochsalzlösung intra- 
»ritoneal injiziert erhielten. Es gelang am nächsten Tage, aus dem Peri- 
„neum eine Zellemulsion zu gewinnen, welche unter dem Mikroskop pro 
(resichtsfeld etwa 100- bis 120zellige Elemente zeigte, welche sich zu unseren 
Versuchen gut eigneten. Nach starkem Abzentrifugieren wurden sodann 
die weißen Blutzellen mit physiologischer Kochsalzlösung, ebenso‘ wie 
die Erythrocyten, bis zur Eiweißfreiheit des Waschwassers gewaschen, 
sodann erfolgte die Einstellung der Versuchsreihen in geeichten Agglutinier- 
röhrchen, wie wir dies bei den Versuchen mit roten Blutkörperchen be- 
schrieben haben. 

Auch diese Versuche wurden etwa zehnmal wiederholt, und wir möchten 
das sich konsequent wiederholende Ergebnis in folgender Zusammenstellung 
veranschaulichen. Es soll bemerkt werden, daß die Ablesung der Resultate 
ebenfalls nach 24 Stunden erfolgte. 











| Farbenintensität 

SHEESESR | Reihe I | Reibe II 8 Reihe III 
Be (weiße Blutkörper) (Kontrolle) (Kontrolle) 
E SS ER AR e reale armen E E A y Fe RE En 
l. Fuchsin S. ..... 1 ++ +++ +++ 
2. Wasserblau . . . . . e T +++ +++ 
3. Lichtgrún `, eer FEI | ttt BARNEN 
4. Fuchsin S-Carbinol . © unverändert | unverändert unverändert 
5. Wasserblau - Carbinol j A | > a 


Makroskopisch war in den Wasserblauproben eine deutliche Blau- 
firbung der sedimentierten Leukocyten zu beobachten. Auch die in den 
Wasserblaucarbinolen befindlichen Zellen tingierten sich leicht blau. 

Die mikroskopische Untersuchung der weiBen Blutkórperchen ergab, 
daß sich die Kerne der im Wasserblau befindlichen Zellen leicht blau fárbten 
und somit diese den Farbstoff spontan adsorbierten. Dafür sprach auch die 
Blaufärbung des Sediments im Carbinolchemoskop, welches nicht voll- 
ständig farblos war und noch Spuren des Farbstoffs enthielt, welches sodann 
durch die Leukocyten adsorbiert wurde. 

Wir können unsere an roten und weißen Blutkörperchen ausgeführten 
chemoskopischen Versuche nach den Prinzipien der Ladungsqualimetrie 
und Ladungsquantimetrie im folgenden zusammenfassen: 

l. Die roten Blutkörperchen besitzen eine negative elektrostatische 
Ladung, welche im Wasser ein stärker negativ geladenes Feld als Fuchsin S 
und Wasserblau und ein gleich starkes als Lichtgrün erzeugen. Deshalb 
entfärben sie die beiden ersten Farbstofflósungen und lassen die letztere 
inberührt. Dementsprechend findet auch eine Adsorption der Farbstoffe 
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durch die Erythrocyten, sowie eine Regeneration der Farbstoffe aus den 
Carbinolen nicht statt, denn diese würde sich erst dann verwirklichen. 
falls die negative Ladung der Erythrocyten eine schwächere als die negativ: 
Ladung der beiden Sulfosäuren wäre. Der Umstand, daß Carbinole durch 
die Erythrocyten nicht aufgenommen wurden, spricht für eine starke 
negative Ladung dieser Zellen, denn nach unseren in vitro gewonnenen 
Erfahrungen vermögen stark negativ geladene Körper das Carbinol nicht 
aufzunehmen (z. B. Kaolin, Schwefel). 

2. Die weißen Blutzellen besitzen ebenfalls eine negative elektro- 
statische Ladung, deren Stärke oberhalb des Fuchsin S und nach allen 
Anschein nach unterhalb des Wasserblaus liegt. Demtentsprechend wird 
Fuchsin $ leicht entfärbt und Wasserblau adsorbiert. Die morphologischen 
Bestandteile der Zellen verhalten sich aber nicht gleich, die Ladung der Keme 
ist eine schwächere als diejenige des Wasserblaus, weshalb sie mit diesem 
Farbstoff elektive gefärbt werden. Das Protoplasma bleibt ungefárbr, 
und es ist demnach anzunehmen, daß diese eine etwas stärkere Ladung 
als das Waserblau besitzt. Darauf ist die leichte Entfärbung des Farbstoff; 
sowie auch der Umstand zurückzuführen, daß sie unter dem Mikroskop 
ungefärbt erscheinen. Mit Rücksicht jedoch darauf, daß die Kerne eme 
elektive Färbung zeigten, muß angenommen werden, daß das Protoplasma 
der weißen Blutkörperchen, wie etwa Gelatine, ein Adsorptionsvermögen 
für das Carbinol besitzt, welches innerhalb der Zelle durch die Kerne, dir 
sich aus kontaktelektrischen Gründen als positiv geladene Elemente auf- 
führen, unter Adsorption regeneriert wird. Die elektive Färbung der Kerne 
stellt somit einen Fall einer echten elektropen Regenerationsadsorption vor. 

Zur Unterstützung dieser Annahme haben wir noch ergänzende Ver- 
suche mit den in den Farbstofflösungen gestandenen Blutkörperchen vor- 
genommen, indem wir aus ihnen Strichpráparate verfertigten und diese 
mit verdünnter Salzsäure behandelten. Es zeigte sich in der Tat, daß ach 
sowohl das Protoplasma der in Fuchsin S gestandenen als auch der ın 
Wasserblau gestandenen Zellen farbig tingierte und diese somit de 
Carbinole adsorbierten. 

Auf Grund unserer Versuche gestaltet sich die negativ elektrische 
Reihenfolge der Blutzellen bzw. Zellteile in bezug auf die Sulfosäurefarb- 
stoffe wie folgt: 


Erytrocyten > Plasma der weißen Blutkörperchen 


~ Sulfosäurefarbstoffe > Kerne der weißen 
-” Fuchsin S, Wasserblau Blutkörperchen. 


Die weißen Blutkörperchen besitzen also eine schwächere negative 
Ladung als die Erythrocyten, und die Kerne der weißen Blutzellen besitzen 
eine schwächer negative Ladung als das Protoplasma. Erythrocyten und 
das Plasma der weißen Blutkörperchen besitzen stärkere Ladungen als die 
Sulfosáurefarbstoffe, die Kerne der weißen dagegen eine etwas schwächere. 

Unsere ladungsqualimetrischen Resultate durch die Chemoskopie 
stimmen im übrigen mit den kataphoretisch ausgeführten überein. Hoöber') 
hatte als erster durch Kataphoresenversuche gezeigt, daß die Erythrocyten 
im elektrischen Potientialgefälle zur Anode wandern und somit negativ 
elektrisch geladen sind. 


1) R. Höber, Arch. f. d. ges. Physiol. 101, 627; 102, 196, 1904. Physik. 
Chem. d. Zelle u. d. Gewche. Engelmann, 1922. 
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Auch besitzen die weißen Blutzellen eine negative elektrische Ladung 
und wandern zur Anode. Es sollen nun weitere Versuche darüber ent- 
scheiden, ob die Chemoskopie berufen ist, auch feinere Differenzen in den 
elektrostatischen Ladungen der Zellen in vitro anzuzeigen, ob sie je nach 
der Tiersorte (Kozawa, Berczeller und Stanker, de Haan) Verschiedenheiten 
erkennen lassen, ob sich somit die Stärke der Ladung der Erythrocyten 
vom Pferde und die schwächere des Rindes auch chemoskopisch nachweisen 
läßt. Auch sollen die Versuche in dieser Richtung auf die Ladungsver- 
hältnisse der menschlichen Erythrocyten ausgedehnt werden, und zwar 
zunächst in der von Fahraeus angegebenen Richtung, der als erster eine 
Ladungsdifferenz zwischen männlichen und graviden Blutkörperchen, 
welche sekundär ihre Suspensionsstabilität bedingt, gefunden hatte. Es 
erübrigt sich, auf die Bedeutung der Chemoskopie vom biologischen und 
klinischen Standpunkte aus weiter einzugehen, da diesbezüglich weitere 
Versuche anzustellen sind. | 


3. Chemoskopie der Froschorgane. 


Wir haben in folgender Versuchsreihe die Chemoskopie der Frosch- 
organe untersucht, indem wir die Tiere zuerst im destillierten Wasser gut 
abwuschen, dekapitierten und die Organe schließlich mit den Chemoskopen 
in gewöhnlichen Reagenzgläsern in Berührung brachten. Es wurde vorher 
durch Einlegen derselben in destilliertes Wasser um die möglichste Blut- 
freiheit der Organe gesorgt, und diese Prozedur drei- bis viermal wiederholt. 
Untersucht wurden folgende Organe: Haut, Ovarien, Muskeln, Herz, Lunge, 
Leber. 

Am auffallendsten verhielten sich Haut und Ovarien, indem sie die 
0,Iprom. Fuchsin S-Lösung schnell entfärbten. Eine Regeneration des 
Farbstoffs im Fuchsin S-Carbinol war selbst nach 24 Stunden nicht zu 
beobachten, Diese Organe besitzen daher eine starke negative Ladung. 

Das Verhalten der übrigen Organe war insofern interessant, daß sie 
einerseits die Farbstofflösung entfärbten, andererseits aber das Fuchsin S- 
Chemoskop allmählich röteten, wodurch sich zwei entgegengesetzt wirkende 
Prozesse nachweisen - ließen. In folgender Zusammenstellung sind die 
Resultate eines Versuchs nach 24 Stunden veranschaulicht. 








| 

















Organ | Fuchsin + Organ | Fuchsin Sallein | F ee | SES 
l. Haut ... farblos ++ farblos | farblos 
2 Ovarien ge +++ an ” 
3. Muskel + Ast ++ a 
ER Se SES + » 
Lunge... + +++ + E 
d Leber + SIE? l SC i ” 


Aus diesen Versuchen sind derzeit nur die Resultate der Haut und 
Ovarienchemoskopie eindeutig zu beurteilen, sie sprechen entschieden Tor 
die stark negative Ladung dieser Organe. Aus den entfárbten Farbstoff- 


lösungen werden die Farbstoffe durch Salzsäure mit der alten Farbstárke 
Tegeneriert. 


Uber Elektropie. 
III. Mitteilung. 
Die Chemoskopie von Körperflüssigkeiten. 


Von 


L. Karczag und J. Vändorfy. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der kgl. Pázmány Péter-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 3. April 1923.) 


In dieser Mitteilung berichten wir úber die elektrope Wirkung 


des Blutserums sowie anderer Körperflüssigkeiten. 
Wir haben zuerst umlagerungsfähige Farbstoffe zu unseren Unter- 


suchungen herangezogen und prüften, ob, Serumzusätze Entfärbungen 


zu bewirken imstande sind. 


Diese Versuche zeigten vor allem an, daß die Farbstoffe um- 
gelagert werden, indem sie durch Serumzusätze entfárbt und aus dem 
farblosen Zustande durch verdünnte Salzsäure regeneriert werden 


können. 
Nach diesem Ergebnis müßten wir uns die Frage vorlegen, in- 


wiefern sich die Serumkolloide und Serumalkalien an den Entfärbungs- 
prozessen beteiligen, und haben zwecks Feststellung dieser Frage- 
stellung 1. das Serum ultrafiltriert und mit dem Ultrafiltrat die Farbstoff- 


versuche angestellt, 2. zur Serumfarbstoffmischung H,O, zugetropft, 


in der Annahme, daß sich die Alkaliwirkung in einer katalytischen 
‘Förderung der Farbstoff-H,0,-Reaktionen kundgibt. — Karczag 


hatte nämlich gefunden, daß die elektrope Umlagerung der Triphenvl- 








methanfarbstoffe durch H,O, (2 Tropfen 20proz. H,O, zu 2 ccm der 
0,1prom. Farbstofflösung) durch Zusatz von Natronlauge (2 Tropfen 


einer n/10 Lösung) erheblich katalysiert wird. 

Es ergab sich, daß Ultrafiltrate tatsächlich imstande sind, Ent- 
färbungen zu bewirken, und daß der Zusatz von H,O, zu der Serum- 
farbstoff- (bzw. Serumultrafiltratfarbstoff-) Mischung eine erhebliche 
Beförderung der Entfärbungsreaktion hervorruft. Somit ist in dem 
Alkaligehalt des Blutserums ein Faktor zu erblicken, welcher sich in 
den Entfärbungen der Farbstoffe neben den Serumkolloiden in eminenter 
Weise betätigt. | 

Aus den zahlreichen Versuchen sollen als Beispiele folgende an- 
geführt werden: 

1) L. Karczag, diese Zeitschr. 182, 270, 1922. 
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Aus diesen Versuchen geht also hervor, daß der Inaktivierungsprozs 
Differenzen in den Entfärbungsgeschwindigkeiten der Farbstoffe bewirkt. 

Nach diesen Feststellungen haben wir Sera verschiedener Herkunft auf 
ihre Umlagerungsfähigkeit gegenüber Farbstoffe untersucht. Wir wählte 
zur Grundlage unserer Versuche die durch Serumzusatz katalysierte Farb- 
stoffumlagerung durch H,0,-Wirkung. Wir brachten also in die Reagen- 
röhrchen 2 ccm Farbstofflösungen, setzten zu jeder 5 Tropfen Serum hinzu, 
mischten durch, fügten nun 2 Tropfen 20proz. H,O,-Lösung hinzu und 
beobachteten die Entfärbungsdauer. 

Serum: 1. Infarctus pulmonum; 2. Nephropathia gravidarum; 
3. Leukaemia myeloidea; 4. Diabetes + Nephrosklerosis; 5. Diabetes 
mellitus; 6. Cc. pylori; 7. Ulcus duodeni; 8. Lues. 


























Tabelle IV 

Serum ` Fuchsin S | Lichtgrün | Fuchsin | a | dedo | u. ' Isamimbis: 

Nr. ' Minuten Minuten ' Minuten ' Minuten | Minuten | Minuten Minuten 
! | | 

1 | 2 1 3 sem ` 8 6 
2 | 1 | 5 8 | 10 34 ı o — | 10 
SN 1I : 2 |] 803 9 : 2% 8 9 
4! 1 1.5 1. 7 > Mo: 30 !' 16 , H 
5 1 I 5 = | 15 8 6 
6 Kaz 5 | 6 oi oW 8 — 
7 1004 | 5 = : 20 6 — 
8 Hh 5 6 — | 23 9 = 





Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, konnten in den Entfärbuns- 
geschwindigkeiten je nach Herkunft der Sera Differenzen gefunden werden. 


Mit der gleichen Versuchsmethode wurde das Liquor cerebrospinalu 
untersucht. Die durch Lumbalpunktion gewonnenen Flüssigkeiten, welche 
aus dem Krankenmaterial unserer Klinik stammten, kamen in frischem 
Zustande zur Untersuchung. Mit den Farbstofflösungen (Fuchsin $, 
Wasserblau) gemischt, bewirkten sie ebenfalls die Entfárbung der Lösungen. 
Auch katalysierten sie die durch das Wasserstoffsuperoxyd bewirkte Ent- 
färbung der Farbstoffe. Liquorultrafiltrate verhielten sich ähnlich wie die 
Ultrafiltrate der Sera, indem sie ebenfalls starke Entfärbungen erzeugten, 
und die Wasserstoffsuperoxydumlagerung der Farbstoffe katalysierten 
Alle diese Befunde beweisen die Beteiligung der Alkalien an den Umlagerungs- 
reaktionen. 


Wir haben in zwei Fällen serofibrinöse Pleuraéxudate chemoskopiert, 
und brachten 0,5 cem dieser Flüssigkeiten mit Fuchsin S, Wasserblau und 
Lichtgrün zusammen. Auch in diesen Fällen erfolgte bald die elektrope 
Umlagerung der Farbstoffe. 


Die Resultate unserer Versuche kurz zusammenfassend, möchten wir 
in erster Linie auf die elektrope Wirkung des Blutserums, des Liquor 
cerebrospinalis und der serofibrinösen Pleuraexudate hinweisen. Inwieweit 
sich die Kolloide dieser Körperflüssigkeiten vermöge ihrer negativen elektro- 
statischen Ladungen an den elektropen Vorgängen bestätigen, konnte 
nicht einwandfrei festgestellt werden, da diese durch die starke Umlagerung 
wirkung.der Alkalien verdeckt wurden. In diesen durch genannte Körper- 
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flüssigkeiten in vitro bewirkten Umlagerungen der Farbstoffe spielen die 
Alkalien eine dominierende Rolle, wie dies sowohl durch die katalysierte 
Reaktion der Wasserstofísuperoxydumlagerung, wie durch die Unter- 
suchung der Ultrafiltrate bezeugt wurde. 

Wenn wir zum Schluß die von Karczag und Sternberg erhobenen Befunde 
über die elektrostatische Ladung der Blutzellen mitberücksichtigten und 
das Blutserum als ein einheitliches System betrachten, so können wir die 
negative Ladung des Blutserums als die stärkste bezeichnen, welche eine 
weit allgemeinere elektrope Wirkung als die Blutzellen bewirkt. Die Ladungs- 
reihenfolge wäre demnach wie folgt aufzustellen: 

Blutserum 


Liquor cerebrosp. > Rote Blutkörperchen > Weiße Blutkörperchen. 
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Uber Elektropie. 


IV. Mitteilung. 
Chemoskopie der Bakterien. 


Von 
L. Karezag und K. Hajós. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der kgl. Pázmány Péter-Universitát 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 3. April 1923.) 


1. Versuche mit Fuchsin S-Chemoskop. 

In dieser Mitteilung berichten wir über die Anwendung der Chemo- 
skopie auf bakteriologischem und serologischem Gebiete. 

Die untersuchten Bakterienkulturen besaßen im allgemeinen ein 
Alter von 24 bis 48 Stunden, nur die Tuberkelbazillen kamen in einer 
drei- bis vierwöchigen Kultur zur Untersuchung. Die Chemoskopie 
wurde vorschriftsmäßig in vorher geeichten Widalröhrchen ausgeführt, 
zu je Leem 0,1 prom. Chemoskop wurden 3 bis 4 Tropfen dicke Bakterien- 
emulsion zugesetzt und die Resultate nach 12 Stunden abgelesen. 











Bakterium Pad, , Pte S 
1. B. paratyphus A .!} farblos | +++ 
2. B. eS B.| IE 
3. B. typhi ..... | +++ 
4. B. coli oomm, ... | e +++ 
5. B. dysenteriae Y .| + +++ 
6. B. „» Flexner | + +++ 
7. B. » Shiga 1 | farblos +++ 
8. B. d d ¡ T a 
9. B. „ RU | t | +++ 
10. B. pneum. Friedl. | SE | +++ 
11. B. subtilis. ... . | SE +++ 
12. B. proteus X 19. . | farblos | +++ 
13. Staphylococc. aureus | Se | ++ 
14. B. diphtheriae. . . l + | E 
15. B. anthracis . dE ++ I +++ 
16. B. tubercul. homin. | ++++ | +++ 


Bezüglich der Entfärbungsgeschwindigkeit soll noch erwähnt werden, 
daß diesbezüglich etwas Auffallendes nur bei Paratyphus B beobachtet 
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rerden konnte, welcher den Farbstoff meist rascher entfárbte als Para- 
yphus A und Typhus. Wenn wir unsere Versuchsresultate kurz überblicken, 
o ist vor allem ersichtlich, daß mit Ausnahme des Anthrax und Tuberkel- 
azillus alle übrigen Bakterien die Entfárbung des Farbstoffchemoskops 
wirkten. Die Tuberkelbazillen verhalten sich noch insofern abweichend, 
laß die Farbstofflösung an Intensität noch tiefer wurde, als ob diese mit 
iner Spur Salzsäure versetzt gewesen wäre. Die übrigen Bakterien, welche 
lie Entfärbung bewirkten, ließen kleine, aber immerhin deutliche Diffe- 
enzen erkennen, indem bei ihnen die Intensität der Entfárbung eine ver- 
xhiedene war. 

Nach ihrem Vermögen, die Fuchsin S-Lösung zu entfárben, durften 
lie untersuchten Bakterien wie folgt gruppiert werden: 




















Fuchsin GE | Fuchsin S stark entfärbt | Fuchsin S völlig entfärbt 
B. anthracis B. dysenteriae Y ıB. paratyphus A 
B. tubercul. hom. B. jà Flexner |B. A B 
B. > Shiga 2 |B. typhi 
B. a Ge B. coli comm. 
PB pneum. Friedländer |B. dysenteriae Shiga 1 
B. subtilis B. proteus X 19 
PB diphtheriae Staphylococcus aureus 


Die mikroskopische Untersuchung der in den Farbstofflósungen ver- 
weilten Bakterien ergab, daß sich der B. anthracis mit diesem Farbstoff 
minimal tingierte, daß der Tuberkelbazillus eine deutliche Rotfärbung 
besaß und die übrigen Bakterien ganz farblos blieben. 


2. Versuche mit Fuchsin S-Carbinol. 
Die Untersuchung mit dem farblosen Carbinolchemoskop wurde in 
analoger Weise wie mit der Farbstofflösung vorgenommen. Die erhaltenen 
Resultate möchten wir im folgenden zusammenstellen: 


























Carbinol gerötet | Carbinol unverändert farblos 
B. tubercul., auffallend rot Alle übrigen Bakterien, welche 
B. anthracis, minimal gerötet im obigen Versuch die Fuchsin S- 
B. subtilis, merklich gerötet Lösung entfärbten 


Aus der ausgeführten Chemoskopie der Bakterien ließ sich folgendes 
feststellen: 

l. Eine stark negative elektrostatische Ladung besitzen die Bakterien 
der Coli-, Typhus-, Paratyphusgruppe, ferner der Proteus X 19, Staphylo- 
coccus und der eine Shigastamm. Dementsprechend besitzen sie ein starkes 
Entfärbungsvermögen für Fuchsin S,- röten das Carbinol nicht und er- 
scheinen unter dem Mikroskop ungefärbt. | 

2. Eine etwas schwächere negative elektrostatische Ladung als die 
vurigen, jedoch eine stärkere als das Fuchsin S besitzen im allgemeinen die 
Dysenteriebazillen, der Friedländersche Bazillus, der Subtilis und der 
Diphtheriebazillus. Deshalb ist ihr Entfärbungsvermögen für Fuchsin S eine 
Eeringere als dasjenige der obigen Gruppe. Sie vermögen die Farbstoffe 
ucht zu adsorbieren und zeigen auch keine mikroskopische Färbung. 
Ob sie befähigt sind, die Carbinole zu adsorbieren, konnte nicht mit Be- 
stunmtheit entschieden werden. 
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3. Ganz scharf heben sich von den geprüften Bakterien der Anthrax 
und Tuberkulosebazillus ab. Sie besitzen eine negative Ladungsstárks, 
welche unterhalb derjenigen des Fuchsins S gelegen ist. Dementsprechend 
werden die Farbstofflösungen nicht entfärbt und sogar durch den Tuberkel- 
bazillus an Intensität vertieft. Sie adsorbieren die Farbstoffe aus ihren 
Lösungen in dem Maße, daß sie unter dem Mikroskop tingiert bzw. gefärb: 
erscheinen. Auch lassen sie die Regeneration der Farbstoffe aus den farb- 
losen Carbinolen erkennen und adsorbieren die regenerierten Farben schwack 
auf ihrer Oberfläche (elektrope Regenerationsadsorption). 


Auf Grund dieser Erkenntnisse möchten wir die Reihenfolge der 
Bakterien nach ihrer negativen elektrostatischen Ladungsstärke im folgen- 
den angeben: 


Paratyphus 2 Dysenteriebazillen Y 
Flexner 


Typhus ee Sulsosáure- \ Tuberkel- 

Coli comm. 161. UB : farbstoffe bazillen 

Shiga 1 Pneumobac. Friedlánder (Fuchsin S) An 
Subtilis hsin thrax 

Proteus X 19 Diphtherie 

Staphylococcus P 


Die Chemoskopie der Bakterien scheint somit viel neues zutage ge- 
fórdert zu haben und ermóglichte uns, diese als physikalische Individuen 
voneinander scharf abzutrennen. Das Studium der elektrostatischen 
Ladungen. der Bakterien bildet aus den geschildertenGesichtspunkten eine 
wichtige Aufgabe der Mikrobiologie. Die elektrostatische Ladung der 
Bakterien wurde von mehreren Autoren in kataphoretischen Versuchen 
untersucht, von denen Bechold!), Zenovodeanu und Henri?), Salus?), Teague 
und Buxton*), v. Szent-Györgyi"), Putter®), Hajós”) genannt werden sollen. 
Es wurde von diesen Autoren die anodische Wanderung fast aller Bakterien 
festgestellt, was mit unseren Befunden in vollkommenen Einklang zu 
bringen ist. 

Wir dürfen sogar sagen, daß die Chemoskopie mehr zu leisten vermochte 
als die Kataphorese. Wir haben nun die nächsten Versuche ausgeführt, 
um den Anwendungsbereich der Chemoskopie weiter zu erforschen, und 
machten uns die Chemoskopie agglutinierter Bakterien, welche bekanntlich 
durch die spezifische Immunagglutination ihre elektrostatische Ladungen 
einbüßen, zur Aufgabe.. Nach unseren Voraussetzungen müßte sich der 
elektrostatische Ladungsverlust darin kundgeben, daß die Farbetoff- 
lösungen, welche von den elektrostatisch geladenen Bakterien entfärbt 
werden, nach erfolgter Agglutination der Bakterien unverändert bleiben. 


Wir haben unsere Versuche mit Typhus-, Paratyphus A-, ParatyphusB-, 
Dysenterie Shiga- und Dysenterie Flexner-Bazillen ausgeführt. Diese 
Bakterien von 24- bis 48stündigen Agarkulturen wurden mit den entsprechen- 


1) Bechold, Kolloide in der Biologie und Medizin. Zeitschr. f. phys. 
Chem. 48, 385, 1904. | 

2) Zenovodeanu und Henri, zit. nach Putter, a. unten. 

3) Salus, diese Zeitschr. 84, 378, 1917. 

4%) Teague und Buxton, zit. nach Putter, s. unten. 

5) v. Szent-Györgyi, diese Zeitschr. 118, 29, 1921. 

6) Putter, Zeitschr. f. Immunitátsforsch., Orig. 82, H. 6, S. 538, 1921. 

7) Hajós, ebendaselbst 88, H. 1, 1921. 
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len Irmmunseris agglutiniert, zentrifugiert, und öfters mit destilliertem 
Wasser gewaschen. Die Flocken wurden dann mit destilliertem Wasser auf- 
zeschwemmt und der Chemoskopie unterworfen. Wir verwendeten als 
Chemoskope 0,1- bis 0,2prom. Fuchsin S und Wasserblaulósung. 


3. Versuche mit agglutinierten Bakterien. 


Normalbakterien Agglutinierte Bakterien 
Bacterium a Tr 


Fuchsin S | Wasserblau Fuchsin s | Wasserblau 


farblos | EE HE 
4. B. dysenteriae Shiga SÉ » T u 
5. B = Flexner . | fast farblos | fast farblos EE EE 


Diese Versuche bestätigen also vollauf unsere Erwartungen und es 


hieß sich der Ladungsverlust der agglutinierten Bakterien direkt klassisch 
durch die einfache Methode der Chemoskopie nachweisen. 








1. B. paratyphus A 
B » ` PB 
3. B. typhi 


LE 





Úber Elektropie. 


V. Mitteilung. 
Die Vitalchemoskopie. 


Von 


L. Karczag und L. Paunz. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der kgl. Pázmány Péter-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 3. April 1923.) 


Wir haben bereits aus unseren Versuchen in vitro gesehen, dad 
sowohl Bakterienzellen wie tierische Zellen vermöge ihrer elektro- 
statischen Ladungen elektrope Wirkungen sowohl in Richtung der 
Carbinole, wie in Richtung der Farbstoffe zu veranlassen imstande 
sind, daß die stark elektrope Wirkung des Blutes, des Liquors, wie 
anderer Körperflüssigkeiten die Umwandlung der Farbstoffe in Richtung 
der Carbinole hervorruft. 

Es sollte nun in den Tierversuchen das Schicksal der einverleibten 
Farbstoffe aus Gesichtspunkten der Elektropie verfolgt werden, wobei 
in Anbetracht auf das avitale Färbungsvermögen der umlagerungs- 
fähigen Sulfosäurefarbstoffe (Fuchsin S, Wasserblau, Lichtgrün usw.! 
und auf die große Umlagerungswirkung der Körperflüssigkeiten zu 
erwarten war, daß durch die Zellen nicht die Farbstoffe, sondern di 
Carbinole aufgenommen werden. 

Sowohl die makroskopischen Veränderungen der Organe wie die 
mikroskopischen Untersuchungen der Gewebsschnitte sollten darüber 
entscheiden, ob bezüglich der Carbinolbindung die Gewebs- bzw. Zell- 
kolloide Unterschiede erkennen lassen, und ob eine Vitalchemoskopie 
der Zellen durch Tierversuche möglich ist. 

Nach den Prinzipien der Chemoskopie müßten sowohl absolute. 
wie durch das Kontaktpotential bedingte positive und negative La- 
dungen in den lebenden Zellen und Zellbestandteilen möglich sein, 
denn die negativ elektrischen Ladungsstellen (deren Ladungsstärke 
größer als die negative Ladung der Sulfosäurefarbstoffe istmüßten 
ebenso wie etwa Kaolin und Schwefel ein starkes Entfärbungsvermögen 
für Farbstoffe, keine Adsorptionsfähigkeit für Carbinole besitzen, 
wogegen diejenigen Ladungsstellen, welche stärker als die Sulfosäuren 
geladen sind, müßten wie etwa Gelatine befähigt sein, sowohl Farb- 
stoffe umzulagern, wie Carbinole zu adsorbieren. Schließlich müßten 
die durch Kontakt bedingten, stark positiven Ladungen, wie etwa 
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Casein oder Nuclein, Farbstoffe als solche zu adsorbieren und die farb- 
losen Carbinole aus dem Blute zu regenerieren befähigt sein. 

Absolute, nicht durch das Gesetz der Kontaktelektrisierung be- 
dingte positive Ladungen müßten ihre Wirkungen gegenüber Farb- 
stoffen und Carbinolen in gleicher Richtung wie Casein oder Nuclein 
entfalten. Im folgenden soll unser Versuchsplan, sowie der Überblick 
der angestellten Versuche angegeben werden. 


Einleitung der Versuche. 
I. Technik und Experimente an Kaninchen mit Fuchsin S, Wasserblau 
und Lichtgrün. 
II. Makroskopische Veränderungen: 
a) der Organe und Körperflüssigkeiten bei der Sektion. 
b) der Gefrierschnitte im nativen und durch Salzsäure regene- 
riertem Zustande, 
c) der Paraffinschnitte. 


III. Mikroskopische Veränderungen: 
a) der Gefrierschnitte im nativen und durch HC’ regenerierten 
Zustande, 
b) der Paraffinschnitte. 


Überblick der Versuche. 
a) nach den einzelnen Organen, 
b) nach den histologischen Elementen. 


Beurteilung der Versuche vom Standpunkt der Elektropie. 
a) Resorption, Umwandlung und Ausscheidung der Farbstoffe, 
b) Die Besprechung der Vitalchemoskopie. 


Technik und Experimente. 

Zu den Versuchen wurden Kaninchen von einem Körpergewicht etwa 
1800 bis 2500 g verwendet. Insgesamt wurden 30 Tiere verarbeitet. Als 
Farbstoffe wurden Fuchsin S, Wasserblau und Lichtgrün gewählt, welche 
in 1 bis 2,5proz. Lösungen in einem Infusionsapparat gebracht wurden. 
Die Applikationsart war die subkutane, und die Tiere erhielten ein- bis 
zweistündlich etwa 20 bis 80 cem Farbstofflösung, wonach die Injektions- 
stelle leicht massiert wurde. Die Versuchsdauer betrug 2 bis 24 Stunden. 
Beobachtet wurde das Auftreten der Konjunktivafärbung, das Erscheinen 
des Farbstoffs im Harne und die Färbung des Kots. Vor dem Töten der 
Tiere wurde aus der Ohrvene zwecks späterer Verarbeitung etwa 10 ccm 
Blut abgenommen. 

Die Sektion der Tiere wurde sofort nach dem Tode vorgenommen, 
und im Anschluß daran die frische Bearbeitung der Organe in Gefrier- 
schnitten und die Konservierung in der Tellyesnitzkyschen Formalin- 
essigsäure. Der Gallenblaseninhalt wurde vorsichtig aufgefangen und 
zwecks weiterer Verarbeitung beiseite gelegt. 

Nach langen Erfahrungen gewannen wir schließlich eine Versuchs- 
methode, welche sich zu diesen Versuchen als empfehlenswert erwies, 
und welche uns ermöglichte, die Versuche samt mikroskopischer Unter- 
suchung und Vorbereitung der Schnitte in einem Arbeitstage auszuführen. 
Dieser Halbtagversuch wurde früh um 7 Uhr begonnen und abends um 7 Uhr 
beendet, wonach die Tiere getötet wurden. Die subkutanen Infusionen 
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erfolgten zweistündlich, und es wurden schließlich 3 g Farbstoff pro Kilo- 
gramm in 21, proz. Lösung verabreicht. 

Die Sektion wurde nach dem Tode der Tiere vorgenommen. Aus den 
Organen wurden sofort einerseits Gefrierschnitte verfertigt und andererseits 
wurden sie in Formalinessigsäure gelegt. Die Gefrierschnitte wurden 
einerseits im nativen Zustande untersucht, andererseits über Nacht zwecks 
Regenerierung der vorhandenen Carbinole in eine 0,1proz. Salzsäurelösung 
stehen. gelassen. Die Einbettung der in Formalinessigsäure gehärteten 
Präparate erfolgte durch Alkohol und Chloroform innerhalb 2 bis 3 Tagen, 
da das weitere Stehenlassen die Färbung der Präparate hier und da be- 
einflußt. 

Ohne auf Einzelheiten einzugehen, wollen wir zunächst nur einige 
prägnante und schon in den Orientierungsversuchen aufgefallene Fárbungs- 
effekte besprechen. 

Die Tiere vertrugen die Infusionen im allgemeinen gut. Beim Fuchsin S. 
Tier trat die Konjunktivafärbung sowie die Entleerung des Farbstoffs 
durch den Harn nach 3 bis 4 Stunden auf. Beim Wasserblautier erschien 
die Konjunktivafärbung nach 6 bis 8 Stunden, und die Ausscheidung durch 
den Harn noch später. Das Lichtgrüntier zeigte an der Konjunktiva nach 
2 bis 3 Stunden die Grünfärbung, und der Farbstoff erschien zu dieser Zeit 
auch im Urin. Der Stuhl der Tiere war in allen Fällen stark (rot, blau, grün) 
gefärbt. Das Blutserum des Fuchsin S-Tieres war etwas hämolytisch und 
schwach rosa tingiert, welche Farbe sich auf Säurezusatz in eine intensiv rote 
verwandelte. Das Blut der Wasserblau- und Lichtgrüntiere war bräunlichrot 
und das Serum zeigte nach Salzsäurezusatz eine Regeneration der Farbe. 


Makroskopische Färbungseffekte. 


| In frischem Zustand | Nach Fixierung 
|Fuchsin s| Water: | Lichtgrün | Fuchsin s | Wasser" | Lichtgri 
dy ichtgrun | uchsin blau tgrun 


E | 
SES 





E cd 





d _ | 
nes Itt+t+ | +++ +++ tt +++ 
web en | D 
N E Wie Ka ++ + WAWE DN 
; 8 .... ++ + 
p Eredo. o a | + are Lens nun 
7. Pericardi ; 
SC A Eee E 
9. Herzklappen . . ` d ++ | +++ ttt +++ | +++ 
10. Sehnenfäden . . | E ECH + T€ +++ +4 
12. Aorta demend, | EF | | E tE kan 
13. L Ee | 
14. Bronchien ` + 44 Zu | bi E Na 
15. Trachea . .. . ` ji +++ EE +++ | +++ 
GE + ER CO ++ a He 
H . . e D i A 
18. Schilddrüse See 0 | SS 0 
19, Epiglottis e ae E E ER T 
+ Si A ++ + | + +++ 
. Magenfundus N ++ + | ++ 
2. Pylorus .... | i ++ ++ | + ++ 
} E 
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Makroskopische Färbungseffekte (Fortsetzung). 


| In frischem Zustand | Nach Fixierung 








23. Duod E ' 
24, Fuma HE 0 ep T E ak 
DO... Heu ` e 0 + + ++ 
26. Dickdarm ge cl el zé ej Seck 
Eis WE | ve + + + u ++ 
28. Gallenblase .. HH + AAA A Ek ++ 
29. ad 0 0 0 0 0 0 
30. Nierenrinde .. | + |+++| + D +++] ++ 
31. Nierenmerk .. | F+ | + | +4 HH ++ |444 
32. Arteria renalis . ++ +++ | +++ | +++ 
53. Nierenbecken | | 11 | FE H RIESE a 
34. Ureter. .... LS WE EN BER: el 
35. Harnblase HER ++ HIHA HH HHH 
36. Nebennieren- 
TER 0 0 + + 0 2 
37. Nebennieren- 
7: 2 7 100% 0 0 0 0 0 0 
Das úbrige Ge 
HH HHH HH 
| Ovarium, ein- | 
zelne Follikel + 0 0 + 0 0 
39. Hoden. el 98 0 0 + eg py 
q "TC 
41. Knochen ... "Tei Kap Vu arg + 0 + 2 
42. Knochenmark +. 0 + 0 + 
e eet d 0 = = t eg 
NEE Ze eut A "0 
45. Aa ANE WS 3 $ TF 0 1 $ 
46. Dura mater .. T T | Tri br peor 
dd Bund ip EER E datt HEET 
48, Selen... HHI ES 
49. Cornea. .. .. nu u a 2 Br so y er 
50, Retina. .... 0 0 0 | 0 0 0 
51. Augenlinse | © 0 o | 0 0 0 
A RER 0 — A er = | ++ 
5 Ol = t > + y GC tt CL 
a e 
55. | x rye $ FA? VW 0. i 0 
56. Gehirn .... 0 0 0 0 0 0 
57. Mundschleim 
haut. aoo E | HH) H | H HHH ++ 
58. Nasenschleim- 
haut... 20. | E (HH) H | HHHH ++ 
59, EE A A 
60. Tränendrüse ` | | v s A x 0 $ 
era NEE et e A Ar aen 
> u 5 os A 
63. Ham .....| EE HHHH triti 
64 Gallo ..... Keess HHH LEE ++ +44 + 
| 
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An 15 bis 20 u dicken Schnitten betrachtet, zeigen einige wichtigere 
Organe folgende Färbungseffekte: 


p Nativ | Regeneriert \ i Pra 























rá parate 
a Ai ee ne ne ee Cr a 
\ Fuchs (Wassers ' Licht | Fuch; Wasser Licht. SE Fuchs 'Wasser» Lib 
" sin S | blau | grün | sin S ' blau | grün = sin S q ‚blau grua 
| | | 
Niere olala qpe o ls rn 
Leber . . . 0 0 0 + + | 0 + + z 
Mz.... 0 10 |0 len 0 
Herzmusku- ! | | | j 
latur .. 0 0S: 0 = | 0 0 ¡| + 0 : = 
Skelettmus- | | 
kulatur 0 0 0. + | olo + ov 
Lunge... 0 0014 0 De wee sz 
Ovarium- | | | | ) 
follikel. . | 0 0 lo lx+ + + +44 124 1-- 


Schon aus der makroskopischen Betrachtung kann man folgendes 
klar ersehen. 

l. Die Farbstoffe befinden sich in den Körpersäften und Organen. 
zum größten Teil in Carbinolform, aus welcher sie > mit verdünnter Salzsäure 
regeneriert werden können. 


2. Sie verteilen sich ungleichmäßig zwischen den einzelnen Organen. 


3. Gewisse Unterschiede in den Färbungseffekten der verschiedenen 
Farbstoffe lassen sich schon bei der makroskopischen Betrachtung erkennen. 


Näheres über die Verteilung des Ferpatotfes bieten die mikroskopischen 
Bilder. 


In den nativen mit Säure nicht behandelten Präparaten ist keine 
mikroskopische Färbung zu sehen. Leichte Tinktionen sind allerdings 
hier und da zu vermuten. Sie erreichen aber nur ausnahmsweise (Wasser- 
blau) den Grad der mikroskopischen Färbbarkeit. Diejenigen Stellen. 
welche mit dem Farbstoff unmittelbar in Berührung standen und dadurch 
tiefgreifende Schädigungen erlitten, wie z. B. das Unterhautzellgewebe des 
Rumpfes, müssen selbstverständlich anders beurteilt werden. 


Nach erfolgter Regeneration ergab die mikroskopische Untersuchung 
folgende Resultate: 


1. Niere. 

Fuchsin-S-Tier: Sämtliche Rindenkanälchen diffus stark gefärbt, die 
Kanälchen der Marksubstanz teilweise schwächer, zum größten Teil kaum 
gefärbt. Die Fasern des interstitiellen Bindegewebes sind schwach. die 
Muskulatur der Gefäßwände mittelstark gefärbt. Hier und da springen 
die elastischen Lamellen der Arterien stärker gefärbt ins Auge. Glomeruli 
stellenweise schwach tingiert, zum größten Teil ungefärbt. 

Wasserblautier: Rinde, in der äußeren Schicht sind die gewundenen 
Kanälchen stark gefärbt, in der inneren Schicht an der Grenze der Mark 
Substanz sind fast alle Kanälchen (zum größten Teil den Henleschen 
Schleifen zugehörend) stark gefärbt. Die Muskulatur der Gefäße eben», 
wie viele Kanälchen der äußeren Rindenzone und sämtliche Glomeruli und 
Markkanälchen ungefärbt. 
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Lichtgrüntier: Sowohl die Markkanálchen wie ein großer Teil der 
tindenkanälchen schwach tingiert, die gewundenen Kanälchen etwas 
tárker gefärbt. Glomeruli teilweise ungefärbt, teilweise sehr schwach 
ingiert. Bindegewebe, Gefäße diffus schwach gefärbt. 


2. Trachea. 

Fuchsin-S-Tier: Tunica propria, Submucosa, Perichondrium. Mus- 
culatur mittelstark, Epithel und das Knorpelzellplasma äußerst schwach 
Angiert. 

Wasserblautier: Perichondrium stark gefärbt, Bindegewebefasern der 
Submucosa und Tunica propria etwas schwächer. Das Epithel und Knorpel- 
gewebe ungefärbt. 


Lichtgrüntier: Perichondrium mittelstark, Tunica propria schwach 
gefärbt. Im übrigen ungefärbt. 


3. Oesophagus. | 

Fuchsin-S-Tier: Muscularis mucosae schwach gefärbt. Epithel, Binde- 
gewebe, Muskelschicht ungefärbt. 

Wasserblautier: Bindegewebsfasern der Tunica propria und Submucosa 
mittelstark gefärbt, die übrigen Elemente ungefärbt. 

Lichtgrüntier: Tunica propria, Submucosa und Muscularis mucosae des 
Oesophagus blaßgrün gefärbt. Ungefärbte Elemente: Epithel, Muskel- 
schicht. 

4. Aoria. 

Fuchsin-S-Tier: Die glatte Muskulatur der Wand intensiv, elastische 
Faser schwächer gefärbt. 

Wasserblautier: Kollagene Faser intensiv, die elastischen schwächer 
gefärbt. Muskulatur ungefärbt. 


Inchtgrúntier: Elastische Faser der ganzen Wand stark, kollagene Faser 
der Adventitia nur schwach gefärbt. Muskulatur ungefärbt. 


5. Leber. 
Fuchsin-S-Tier: Von den größeren Gallengängen abgesehen keine 
Färbung. 
Wasserblautier: Bindegewebsfaser der Interstitiums mittelstark ge- 
färbt. Leberzellen ungefärbt. 
Lichtgrüntier: Bindegewebe schwach tingiert. Größere Gallengánge 
etwas stärker gefärbt. Leberparenchym ungefärbt. 


6. Dickdarm. 
Fuchsin-S-Tier: Subserosa und Submucosa sowie Muskelschicht 
schwach tingiert. 
Wasserblautier: Submucosa schwach gefärbt, sonst alles ungefärbt. 
Lichtgrüntier: Submucosa schwach tingiert. | 


7. Dünndarm. 
Fuchsin-S-Tier: Keine ausgesprochene Färbung. 
Wasserblautier: Submucosa schwach gefärbt, sonst, alles ungefärbt. 


Lichtgrüntier: Submucosa sowie in der Darmwand gefundene Coccidien 
schwach gefärbt, sonst alles ungefärbt. 
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8. Lunge- und Bronchien. 

Fuchsin-S-Tier: Die glatte Muskulatur der Bronchien und der Lungen- 
arterien ist schwach gefärbt. Noch schwächer ist das Epithel der Bronchien 
tingiert. Lungenparenchym ungefärbt. 

Wasserblautier: Perichondrium und Submucosa der Bronchien stark, 
einige Knorpelzellen sowie Intima der Gefäßwände schwach gefärbt. 
Muskulatur der Bronchien hier und da äußerst schwach tingiert. Lungen- 
parenchym, Bronchienepithelzellen, Lymphfollikel ungefärbt. 

Lichtgrüntier: Submucosa und Muskulatur der Bronchien äußers ` 
schwach tingiert, elastische Faser der Lungenarterien etwas stärker gefärbt. 
Übrige ‚Elemente ungefärbt. 

9. Ovarium. 

Fuchsin-S-Tier: Follikelepithelien, flüssiger Inhalt, sowie Eizelle 
einiger reifen Follikel mittelstark gefärbt. Alle übrigen Elemente ungefárbt. 

Wasserblautier: Dasselbe, wie beim vorigen Tier. Außerdem aber auch 
die Bindegewebskapsel und einzelne Bindegewebsstränge intensiv gefärbt. 

Lichtgrüntier: Wie beim vorigen, nur etwas schwächer gefärbt. 


10. Müz. 
Fuchsin-S-Tier: Bindegewebskapsel schwach tingiert, im übrigen 
farblos. 
Wasserblautier: Bindegewebskapsel, Trabekel intensiv, Adventitia der 
kleinen Arterien mittelstark gefärbt. Pulpa und Follikel ungefärbt. 
Lichtgrüntier: Bindegewebskapsel äußerst schwach tingiert. Parenchym 
ungefärbt. 
11. Herz. 
Fuchsin-S-Tier: Bindegewebe leicht tingiert. Muskulatur ungefarbt. 
Wasserblautier: Bindegewebe schwach gefärbt. Muskulatur ungefärbt. 
Lichigrüntier: Alles ungefärbt. 


12. Zunge. 
Fuchsin-S-Tier: Bindegewebe, Arterienwánde (Museulatur und Elastica) 
schwach gefärbt. Muskulatur, Epithel ungefärbt. 
Wasserblautier: Bindegewebe mittelstark gefärbt. Die übrigen Be- 
standteile ungefärbt. 
Lichtgrüntier: Alles ungefárbt, mit Ausnahme der Submucosa, deren 
Bindegewebe schwach tingiert erscheint. 


13. Glomeruli submazillaris. 


Fuchsin-S-Tier: Das ganze Präparat diffus sehr schwach, Ausführungs- 
gänge etwas stärker tingiert. 

Wasserblautier: Bindegewebe intensiv gefärbt. Drüsenparenchym un- 
gefärbt. 

Lichtgrüntier: Bindegewebe mittelstark gefärbt, Drüsenparenchym un- 
gefärbt. 


14. Nebenniere. 


Fuchsin-S-Tier: Gewebskapsel schwach tingiert, Marksubstanz, Rinde 
ungefärbt. 

Wasserblautier: Kapsel gefärbt, sonst farblos. 

Lichtgrüntier: Bindegewebskapsel sehr schwach tingiert, Mark und 
Rinde ungefärbt. 
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15. Quergestreifte Muskulatur. 
Fuchsin-S-Tier: Ungefärbt. 
Wasserblautier: Ungefárbt. 
Lichtgrüntier: Ungefärbt. 
16. Knochenmark. 
Fuchsin-S-Tier: Das ganze Präparat diffus sehr schwach rosa tingiert, 
keine elektive Färbung. 
Wasserblautier: Präparat ungefärbt. 
Lichtgrüntier: Präparat ungefärbt. 


17. Rückenmark. 
Fuchsin-S-Tier: Dura mater intensiv gefärbt. Rückenmarksubstanz 
ungefärbt. 
Wasserblautier: Dura intensiv gefärbt, Rückenmarksubstanz ungefárbt. 
Lichtgrüntier: Dura schwach gefärbt, Rückenmarksubstanz ungefärbt. 


18. Gehirn. 
Fuchsin-S-Tier: Gehirnsubstanz ungefärbt. 
Wasserblautier: Gehirnsubstanz ungefärbt. 
Lichtgrüntier: Gehirnsubstanz ungefárbt. 


19. Uterus. 
Fuchsin-S-Tier: Bindegewebsfaser, Muskulatur mittelstark gefárbt. 
Wasserblautier: Bindegewebe mittelstark gefárbt, Epithel hier und da 
tingiert, Muskulatur ungefárbt. 
Lichtgrüntier: Bindegewebe schwach gefärbt, Epithel, Muskulatur un- 
gefärbt. | 
20. Harnblase. 
Fuchsin-S-Tier: Bindegewebsfaser, Muskulatur mittelstark gefärbt. 
Epithel ungefärbt. 
Wasserblautier: Submucosa mittelstark gefärbt. Muscularis schwach 
tingiert. Epithel ungefärbt. 
Lichtgrüntier: Bindegewebe, Muskulatur intensiv gefärbt, Epithel un- 
gefärbt.. 
21. Magen. 
Fuchsin-S-Tier: Bindegewebe schwach gefärbt, sonst keine Färbung. 
Wasserblautier: Bindegewebe schwach, teilweise mittelstark gefärbt. 
Epithel, Muskulatur, sowie übrige Elemente ungefärbt. 
Lichtgrüntier: Bindegewebe schwach gefärbt, sonst keine Färbung. 


22. Lymphdrüse. 
Fuchsin-S-Tier: Marksubstanz diffus äußerst schwach tingiert. Follikel 
ungefärbt. 
Wasserblautier: Einige schwach tingierte Bindegewebsstränge, sonst 
alles ungefärbt. 
Lichtgrüntier: Präparat ungefärbt. 


23. Schilddrüse. 

Fuchsin-S-Tier: Ungefärbt. 

Wasserblautier: Das Kolloid in vielen Follikeln schwach tingiert. Binde- 
gewebe und Gefäßwände mäßig gefärbt. Ungefärbt: Drüsenzellen der 
Thyreoides und der Parathyreoidea. 

Lichtgrüntier: Ungefärbt. 
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24. Hoden. 


Fuchsin-S-Tier: Bindegewebe schwach gefärbt, Parenchym ungefárbt. 
Wasserblautier: Bindegewebe stark gefärbt, Parenchym ungefärbt. 
Lichtgrüntier: Bindegewebe mittelstark gefärbt, Parenchym ungefärb:t. 


Überblick der Versuche. 

Wir müssen gewisse individuelle Eigenschaften der Farbstoffe 
zunächst außer acht lassen, da es — unserer Meinung nach — noch 
eines größeren Versuchsmaterials bedarf, um diesbezüglich eine streng 
Gesetzmäßigkeit feststellen zu können. Einige Resultate lassen sich 
jedoch schon jetzt hervorheben, wie im folgenden gezeigt werden soll: 

Das Fuchsin-S-Carbinol zeigt die folgende abstufende histotropisch: 
Reihenfolge: 

Nierenkanálchen > glatte Muskulatur der Arterienwánde, Bron- 
chien usw., elastische und kollagene Bindegewebsfasern >> Follikel und 
Eizellen der Eierstöcke. 

Das Wasserblaucarbinol erwies im allgemeinen die folgende histo- 
tropische Reihenfolge: 

Kollagene Bindegewebsfaser >> Nierenkanálchen > elastische Binde- 
gewebsfaser >> Follikel und Eizellen der Eierstöcke. 

Das Lichigrüncarbinol zeigte folgende Reihenfolge: 

Elastische Bindegewebsfaser >> kollagene Faser >> Nierenkanálchen 
> Follikel und Eizellen der Eierstöcke > glatte Muskulatur. 

Die Färbung des Bindegewebes steht in den meisten Organen im 
Vordergrunde und die makroskopisch beobachtete Färbungsintensität 
ist vielfach durch den Reichtum des betreffenden Organs an binde- 
gewebigen Elementen bedingt. Jedoch ist auch das Bindegewebe durch 
die verschiedenen Carbinole bzw. Farbstoffe verschieden stark betroffen. 


Wasserblau färbt stark die kollagenen und schwach die elastischen 
Fasern. Lichigrün hingegen stärker die letzteren und schwächer die 
ersteren. Fuchsin S färbt beide mittelstark. 


Im folgenden möchten wir eine Zusammenstellung als Beispiel angeben, 
in der die Adsorptionsfähigkeit der einzelnen Elemente’für das Fuehsin-S- 
Carbinol in drei Hauptgruppen geteilt ist: 

a) Starke Adsorptions» b) Mittelstarke Adsorptionss i c) Schwache oder keine Adsorp 

fähigkeit ` | áhigkeit | tionsfähigkeit 

Bindegewebsfaser der | Follikelzellen der Eier. ` Zentralnervensystem, 
Hautu.desUnterhaut- | stócke, hie und da auch Lungen- und Milzparen- 
zellgewebes. Sehnen, | Eizellen. Glatte Musku- | chym, Plattenepithelien, 
Fascien, Perichon- | latur d. Tuba, Bronchien, Schilddrüse, Nebenniere. 
drium. Nierenkanäl- Muscularis mucosae der Tränen- und Speichel- 
chen. Glatte Musku- | Speiseröhre, Dura mater.| drüsen, quergestreifte 
latur der Arterien- Kollagene Fasern des! Muskelfasern usw. 

wände, Harnblase. 'lockeren Bindegewebes | 

; verschiedener Organe 
(nicht regelmäßig). 
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Diese Zusammenstellung demonstriert zur Genüge, daß bestimmten 
»weben die Fähigkeit zukommt, Carbinole zu adsorbieren, und ins- 
sondere kommt diese Eigenschaft den verschiedenen Bindegewebs- 
asern, gewissen Nierenkanälchen und Ovariumfollikeln, in mäßigerem 
ade auch den glatten Muskelfasern zu. 

Die schwach diffuse Tinktion einiger in der obigen Zusammen- 
tellung nicht berücksichtigten Elemente (Zylinderepithelien, Knochen- 
nark usw.) müssen wir einstweilen außer acht lassen, da eine post- 
itale Färbung bei diesen nicht auszuschließen ist. Es genügt nämlich 
De geringste Spur dieser Farbstoffe, um in einem sáurehaltigen Medium 
ine Färbung der Gewebe zu bewirken. Äußerst verdünnte, etwa 
\000l proz. Lösungen von Fuchsin S, Wasserblau, Lichtgrün, welche 
Ven Gefrierschnitte (Niere, Leber, Nebenniere) auch nach tagelang 
jauernder Berührung nicht färben, verleihen diesen in Gegenwart 
von verdünnter Salzsäure innerhalb einiger Stunden eine tiefrote, blaue 
vw. grüne Farbe, wobei sich die Farbstofflösungen entfärben. Ein 
Zusatz von Formalinessigsäure begünstigt diesen Vorgang besonders 
tark. In allen diesen Fällen erhielten wir aber eine diffuse Gewebs- 
färbung, an welcher Parenchym, Bindegewebe gleichmäßig teilnahmen. 
Jedoch konnte ein Färbungseffekt, welcher der unter a) und b) bekannt- 
gegebenen elektiven Färbung gleichen würde, nie erzielt werden, weshalb 
letztere als eine echte, intravital entstandene Färbung betrachtet 
werden muß. 


Beurteilung der Versuche vom Standpunkte der Elektropie. 
a) Resorption, Umwandlung und Ausscheidung der Farbstoffe. 


Wenn wir das Schicksal der subkutan infundierten Farbstoffe 
verfolgen, so können wir auf Grund der mitgeteilten Experimente 
und Untersuchungen zusammenfassend folgendes berichten. 

Die Farbstoffe erleiden nach ihrer subkutanen Resorption eine 
Umwandlung in Carbinole, jedoch muß auch angenommen werden, 
daß sie im Blute und in den Gewebsflüssigkeiten auch als solche vor- 
handen sind. Die Durchtränkung der Organe spricht für den Umstand, 
daß die Farbstoffe auch in unverändertem Zustande zirkulieren, da 
sie jedoch nur makroskopisch sichtbare Veränderungen erzeugen und 
eine mikroskopisch sichtbare Färbung der Gewebselemente nicht er- 
kennen lassen, kann angenommen werden, daß diejenige Menge, welche 
auf diese Art die Gewebe durchtränkt, nur eine verschwindende ist. 
Die scheinbar tiefe Färbung ist somit vielmehr auf die Schichtdicke 
der imbibierten Teile wie auf eine echte Färbung zurückzuführen. 
Keine einzige lebende Zelle ist im Halbtagsversuch imstande, die 
untersuchten Sulfosäurefarbstoffe (Fuchsin S, Lichtgrün) in mikro- 
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skopisch sichtbarer Menge aufzunehmen. Nur beim Wasserblau wa 
in vereinzelten Fällen eine vitale Färbung der Nierenepithelien und 
kollagenen Bindegewebsfasern zu beobachten. 

Ob die Umwandlung der Farbstoffe in Carbinole bei der Resorption 
auf eine Umlagerung durch chemische Einflüsse (Blut und Gesch 
alkali) oder auf eine echte elektrope Wirkung der Zellkolloide zurück: 
zuführen ist, kann nicht entschieden werden. Als ein Beweis dafür 
daß die Farbstoffe in der umlagerten Carbinolform im Blutkreislau 
vorhanden sind, spricht der Umstand, daß die Farbstoffe durch Be- 
handlung des vor dem Tode der Tiere abgenommenen Blutes bzw. 
Serums mit Salzsäure regeneriert werden können. Insbesondere lasen 
sich die Regenerationen beim Wasserblautier und Lichtgrüntier er 
zielen, beim Fuchsin-S-Tier ist dies wegen der stark hämolytischen 
Farbe des Serums nicht auffallend nachzuweisen. Das Carbinol befolg 
nun innerhalb des Organismus zwei Hauptausscheidungswege. Ob st 
jedoch als solche zur Ausscheidung gelangen oder aber an Ort und 
Stelle zurückgehalten werden, kann nur letzteres mit Bestimmthei 
gesagt werden. Es ist in histologischen Schnitten nachzuweisen, dal 
die Carbinole die Glomeruli passieren und durch die Tubuli elektiv 
adsorbiert werden. Da der Harn stark gefärbt ist, kann nicht nıl 
Bestimmtheit gesagt werden, ob Carbinole als solche ausgeschieden 
werden. Es ist nicht wahrscheinlich, daß die im Harn erscheinenden 
Farbstoffe aus der Regeneration der durch die Tubuli ausgeschiedenen 
Carbinole herrühren, da diese nur durch sauer reagierende chemisch! 
Faktoren erfolgen kann und der Harn dagegen alkalisch reagır. 
Vielmehr ist anzunehmen, daß die Farbstoffmoleküle infolge ihr! 
großen Dispersität das Nierenfilter passieren und als solche zur Au- 
scheidung kommen. 

Ein anderer Ausscheidungsort der Carbinole ist die Gallenbla*. 
Der Gallenblaseninhalt der Tiere ist sehr intensiv gefärbt, so daß hit 
eine Ausscheidung des Farbstoffs mit Bestimmtheit anzunehmen is. 
Inwieweit sich jedoch daran regenerierte Carbinole betätigen. ob +: 
im unveränderten Zustande ausgeschieden werden, oder ob die Fari- 
stoffe durch den alkalischen Gallenblaseninhalt sekundär zu Carb 
nolen umgewandelt werden, kann nicht einwandfrei entschieden 
werden. Wir sind im Besitz eines Versuches, bei dem die Gallenblax 
eines Wasserblautieres, welches außerdem noch etwa 3 g sauer reagieren- 
des Natriumdihydrophosphat erhielt, einen hellgelben Gallenblaser: 
inhalt besaß, welcher sich auf Zusatz von Salzsäure intensiv blau färhte. 
Dieser Versuch bezeugte somit, das Carbinole in der Gallenblase vo" 
handen sein können, ob sie jedoch durch Ausscheidung hierher gelangt. 
indem sie unverändert das Leberparenchym passieren, oder ob sie dur 
die Ausscheidung der unverändert kreisenden Farbstoffmoleküle und 
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lurch deren Umwandlung an Ort und Stelle sekundär entstehen, kann 
ucht entschieden werden. 

Wir fanden keinen histologischen Anhaltspunkt dafür, daß die 
Farbstoffe direkt durch den Darm zur Ausscheidung gelangen. Die 
Farbstoffe gelangen daher durch die Gallenwege in den Darm, wo sie 
die Färbung des Kotes bewirken und im unveränderten Zustande aus- 
geschieden werden. 


Eine Resorption des Farbstoffs durch die Darmwand kann nicht 
angenommen werden, da wir unter dem Mikroskop die Färbung der 
Darmepithelien vermißten. 

Das Hauptdepot der im Blute kreisenden Carbinole sind die bereits 
erwähnten histologischen Elemente, mit den Bindegeweben an der 
Spitze, welche sodann die Carbinole elektiv an sich fixieren. Diese 
elektive Adsorption der Carbinole ist eine äußerst starke. Werden 
negative Gefrierschnitte 24 Stunden lang im Wasser stehen gelassen, 
und wird die Regeneration erst dann vorgenommen, so läßt sich nach- 
weisen, daß die Regeneration mit derselben Farbstärke als bei einem 
Kontrollpráparat erfolgt, und daß somit die Carbinole aus den Schnitten 
durch Wasser nicht herausgelöst wurden. 


b) Besprechung der Vitalchemoskopie. 

Nachdem wir in ausgedehnten in-vitro-Versuchen mit Bakterien- 
zellen und tierischen Zellen nachgewiesen haben, daß sie vermöge ihrer 
elektrostatischen Ladungen die elektrope Umwandlung der Farbstoffe 
bewirken und nachdem wir auch die Umlagerungsfähigkeit des Blutes 
und anderer Körperflüssigkeiten außerhalb des Tierkörpers kennen- 
gelernt haben, stellten wir uns zur Aufgabe, die elektrostatischen 
Ladungen der Zellen sowie die elektropen Vorgänge auch innerhalb 
des tierischen Organismus unter vitalen Bedingungen zu erforschen 
und somit einen Versuch der Vitalchemoskopie anzustellen. 

Die diesbezüglichen Versuche bildeten den Gegenstand der vor- 
liegenden Mitteilung, und bevor wir sie nach den Prinzipien der ladungs- 
qualimetrischen und ladungsquantimetrischen Chemoskopie besprechen, 
möchten wir das kurze Resümee der beobachteten makroskopischen 
und mikroskopischen Veränderungen vorausschicken: 

l. Farbstoffe wurden im allgemeinen als solche durch lebende 
Zellen oder Zellbestandteile nicht aufgenommen. 

2. Die Farbstoffe erleiden innerhalb des Tierkörpers eine tautomere 
Umlagerung ausschließlich in Richtung des Carbinols. 

3. Die vitale Aufnahme der Carbinole erfolgt elektiv durch be- 
stimmte Gewebselemente. Eine farbige Regeneration der Carbinole 
ist nicht zu beobachten. 
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4. Die histologischen Elemente verhalten sich bezüglich ihrer 
vitalen Elektivität nicht gleich, und auch die Carbinole sind je nach 
ihrer Herkunft nicht gleich aufnahmefähig. 

Nach den Prinzipien der Chemoskopie müßten sich diejenigen 
Zellorte, welche positiv elektrostatische Ladungen besitzen, dadurch 
zu erkennen geben, daß sie an diesen Stellen das im freien Zustande 
zirkulierende Carbinol farbig regenerieren und gleichzeitig adsorbieren. 
Der Umstand, daß in mikroskopischen Schnitten eine gefärbte Stell: 
zu beobachten war, spricht dafür, daß positive elektrostatische 
Ladungen in den Geweben meistens nicht vorhanden sind, und zwar 
weder absolut positive (welche in einem von der Zelle getrennt gedachten 
Zustande, wie etwa Wasserstoffionen, mit positiver Elektrizität beladen 
sind), noch durch die Gesetze der Kontaktelektrisierung bedingt 
positive Potentiale (welche also in einem von der Zelle getrennt ge- 
dachten Zustande als negativ geladene Teile sind), welche nach ihrer 
Stärke die negative Ladung der Sulfosäuren übertreffen würde. Dire 
in den Zellen vorhandenen Ladungen besitzen ausschließlich ein nega- 
tives Vorzeichen, und das negative Höchstpotential muß nach den 
chemoskopischen Prinzipien eine Größe besitzen, welche in ihrem 
Betrage eine höhere ist als das negative Potential der Sulfosäur- 
farbstoffe. Denn wäre das Höchstpotential irgend eines Zellortes geringer 
als die negative Ladung der Sulfosáuren, so würden sich diese einerseitsim 
Bezuge der Sulfosäuren positiv verhalten und die Farbstoffe als solch 
adsorbieren geringer, und andererseits die Carbinole elektrop regenerieren 
und adsorbieren, wie etwa Nuclein und Casein in vitro imstande sind, 
die Farbstoffe als solche zu adsorbieren und die freien Carbinole unter 
Adsorption zu regenerieren. Diese Vorgänge werden in der lebenden 
Zelle vermißt und deshalb ist die Folgerung, daß in der Zelle nach 
ihrem absoluten Vorzeichen nur negative elektrostatische Ladungen 
vorkommen, deren Größe oberhalb der Ladung der Sulfosäurefarbstoffe 
liegt, berechtigt. 

Nach den Prinzipien der Chemoskopie kann zwischen einer schr 
stark negativen Ladung und einer schwächer negativen Ladung ein 
Unterschied auf Grund der Adsorptionsfähigkeit gegenüber Carbinolen 
getroffen werden. Ein sehr stark negativ geladener Körper, wie etwa 
Kaolin oder Schwefel, besitzt eine starke Umlagerungswirkung gegen- 
über Farbstoffen, er adsorbiert aber die Carbinole nicht. Weniger 
stark negativ geladene Körper, wie etwa die Gelatine, deren Ladung‘ 
stärke in der Nähe der Sulfosäuren liegt, besitzen dagegen eine große 
Adsorptionsfähigkeit für Carbinole. Es müssen daher auf Grund der 
Ergebnisse der Vitalchemoskopie diejenigen Zellen, welche keine Spur 
der im freien Zustande zirkulierenden Carbinole aufgenommen haben 
und somit nach Vornahme der farbigen Regeneration farblos erschienen, 
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ls die stärkst negativen Elemente der Gewebe betrachtet werden. 
hejenigen Elemente dagegen, welche die Carbinole aus dem zirku- 
erenden Blute durch Adsorption abgefangen haben, müssen als die 
chwächer negativen Elemente betrachtet werden. Nun gibt es auch 
ier Abstufungen. Die stärker negativ geladenen vermögen die Car- 
inole nur schwach zu adsorbieren, und demgemäß zeigen sie im mikro- 
kopischen Regenerationsbilde nur eine geringe Färbung; die schwächst 
ıegativ geladenen zeichnen sich dagegen durch ihre große Adsorptions- 
ähigkeit für Carbinole aus, und sie zeigen dementsprechend im mikro- 
:kopischen Regenerationsbilde die am intensivsten gefärbten Stellen. 

Die Carbinole adsorbierenden Elemente zeigen demnach auf Grund 
ler Vitalchemoskopie folgende negative Ladungsstärke: 

Auf Grund der Fuchsin-S-Versuche: 

Nierenkanälchen < glatte Muskulatur der Arterienwände, Bron- 
chien usw. < elastische und kollagene Bindegewebsfaser < Follikel 
und Eizellen der Eierstöcke. 

Auf Grund der Wasserblauversuche: 

Kollagene Bindegewebsfaser < elastische Bindegewebsfaser < 
Follikel und Eizellen der Eierstöcke. 

Auf Grund der Lichigrünversuche: 

Elastische Bindegewebsfaser < kollagene Faser < Nierenkanälchen 
< Follikel und Eizellen der Eierstöcke < glatte Muskulatur. 

Diejenigen Elemente, welche sich mit keinem der Farbstoffcarbinole 
beladen haben und welche wir somit im vitalen Zustande als die stärkst 
negativen Elemente des Tierkörpers betrachten, sind folgende: 

Das Nervengewebe, die quergestreifte Muskelfaser, das Platten- 
epithel, viele innersekretorischen Drüsen, das Lymphoidgewebe, Lungen- 
parenchym usw. 

Wir wollen noch aus unseren Versuchen keine weitgehenden Folge- 
rungen auf die Biologie der Zelle ziehen, deshalb möchten wir uns nur 
auf die Besprechung der elektrostatischen Verhältnisse auf Grund der 
Vitalchemoskopie beschränken. 

Es ist demnach anzunehmen, daß in dem lebenden Organismus 
schwächer negative Potentiale als die der Bindegewebe gar nicht vor- 
kommen, und solche schwach negativen Potentiale, wie wir sie im Casein, 
Xuclein, Euglobulin usw. begegnen und in vitro beobachten, in der 
lebenden Zelle nicht vorkommen. Das Vitalpotential der Zelle bzw. 
des schwächst negativ geladenen Gliedes (Bindegewebe), ist mit einem 
viel größeren Betrage stärker als die Ladung der erwähnten Körper, 
und etwa so stark wie die Ladung der Sulfosäuren. 

Beim Tode der Zelle findet ein Sturz des Vitalpotentials statt, 
und die negativ elektrische Ladung selbst der stärkst negativ geladenen 
Elemente sinkt unterhalb der Ladungsstärke der Sulfosäurefarbstoffe 
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und sinkt unter Umständen bis zum Niveau der schwächst negativ 
geladenen Körper (Casein, Nuclein, Euglobulin).. Diese Umstände 
erklären sodann, weshalb gewisse Farbstoffe durch viele Zellarten während 
des Lebens kaum oder nicht, nach dem Tode dagegen fast mit einem 
Schlage aufgenommen werden, wie wir dies in unseren postmortalen 
elektrostatischen Färbungsversuchen nachweisen konnten. 

Wir können auf Grund der Vitalchemoskopie in unseren Folge- 
rungen weiter gehen, und mit Rücksicht darauf, daß die Carbinole 
je nach ihrer Herkunft nicht im gleichen Maße aufnahmefähig sind. 
und daß sich das Lichtgrün als das schwächste Glied erweist, annehmen, 
daß die Bindegewebe ein solches stark negatives Potential besitzen. 
welches ungefähr der Ladungsstärke dieses Farbstoffmoleküls entspricht. 

Zum Schluß möchten wir noch die Erscheinungen elektrostatischer 
Elektivität kurz streifen. Wir begegneten sie bereits in mehreren Fäller, 
besonders hervorgehoben wurden sie aber noch nicht. Es konnte 
nämlich gezeigt werden, daß durch die lebende Zelle zwischen zwei 
tautomeren Formen eine Auswahl getroffen werden kann. Die cine 
Form wird nicht adsorbiert, die andere dagegen stark und elektiv. 
Wir haben als die Ursache dieser elektiven Adsorptionen elektro- 
statische Momente angenommen, jedoch möchten wir auf Grund zahl- 
reicher Beobachtungen — worüber noch zusammenfassend in einer 
späteren Mitteilung berichtet werden soll — betonen, daß außer den 
' Ladungseinflüssen noch die Dispersitát von richtendem Einfluß auf 
die Elektivitätsvorgänge ist. Die Beziehungen zwischen Disperstä! 
und der vitalfärbenden Eigenschaft der Sulfosäuren, sowie der basischen 
Farbstoffen wurden insbesondere durch Höber, Goldmann, Schulemanr. 
Küster, Ruhland, Bethe, Rhode, Möllendorf!) hervorgehoben. Auch di 
Beziehungen zwischen Dispersität und vitale Aufnahmefähigkeit der 
Sulfosäuren und deren Carbinole möchten wir an dieser Stell: 
in Erwägung bringen, um so mehr, da wir über zahlreiche Beot- 
achtungen verfügen, laut deren angenommen werden darf, daf 
die Oberfläche der Farbstoffmoleküle aus intramolekularen elektro- 
dynamischen Gründen beim Übergang in die tautomere Carbinolform 
eine Vergrößerung, beim umgekehrten Vorgang dagegen eine Ver- 
kleinerung erleidet. Alle diese Teilfragen sollen durch den künftigen 
. Ausbau der Vitalchemoskopie eingehend berücksichtigt werden. 

Wir gehen nun kurz auf die Beleuchtung der Vitalchemoskopit 
aus verschiedenen Gesichtspunkten über. 

Die methodische Histologie gewann eine neue Methode der elektiven 
Vitalfärbung. Da jedoch die Färbung nicht direkt durch die Aufnahme 


1) Siehe Hóber, Die phys. Chemie der Zelle und der Gewebe. Engelmann, 
1922. Möllendorf, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethoden. Vitale 
Färbungen der Tierzelle, 1921. 
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es Farbstoffs, sondern indirekt durch Regeneration des Farbstoffs 
us dem farblosen Tautomeren erfolgt, wird diese neue Art der Gewebs- 
arstellung als die Methode der indirekten Vitalfärbung bezeichnet. 

Die indirekte Vitalfärbung eignet sich nach den vorliegenden Ver- 
uchen insbesondere zum Studium der Bindegewebsbiologie und Patho- 
ogie, und es sei nur an die Probleme der amyloiden Entartung des 
3indegewebes, des entzündlichen Granulationsgewebes der Binde- 
wwebsgeschwülste erinnert. Die von uns beschriebene Methode dient 
so zum Studium der Interzellularsubstanz des Bindegewebes, und zwar 
n einem kurzdauernden Versuche, welcher als ,,Halbtagsversuch'' 
zeichnet wurde. Als solche ist sie von der @oldmannschen Methode, 
welche durch Anwendung von Pyrrholblau zum Studium der zelligen 
Elemente des Bindegewebes beschaffen ist, zu unterscheiden. Es soll 
erwähnt werden, daß das Pyrrholblau als ein umlagerungsfähiger 
Farbstoff ebenfalls elektrope Eigenschaften besitzt, wie wir darauf 
bereits im theoretischen Teil hingewiesen haben. 

Die Vornahme eines Halbtagversuchs mit Pyrrholblau führt nicht zum 
Ziel, weil die Substanz, den Feststellungen Goldmanns entsprechend, nur 
sehr schwer aus dem subkutanen Gewebe resorbiert wird. Wir haben an 
einem Kaninchen (2 kg) einen Versuch mit Pyrrholblau 36 Stunden lang 
fortgesetzt und während dieser Zeit 300 cem der lproz. Farbstofflósung 
infundiert. Gleichzeitig erhielt das Tier portionsweise 75 ccm 5proz. Di- 
hydrophosphat. Die histologische Untersuchung verschiedenster Organe 
ergab, daß eine elektive histologische Färbung während dieser Zeit nicht 
zustande kam, jedoch konnte festgestellt werden, daß auch dieser Farbstoff 
eine elektrope Umwandlung erlitt und in einem umgelagerten Zustande 
im Blut kreiste, aus dem sich durch Salzsäurezusatz unter Grünfärbung 
des vorher farblosen Serums nachweisen ließ. 

Aber nicht nur für das Studium des Bindegewebes, sondern auch 
der Niere, sowie der übrigen durch Carbinol getroffenen Elemente 
scheint die Methode Neues zu bieten. Bei Durchsicht unserer Unter- 
suchungsresultate können wir das differente Verhalten der Carbinole 
und der verschiedenen Abschnitte der Harnkanälchen ohne weiteres 
ersehen. 

Vom Gesichtspunkte der Zellbiologie ermöglicht uns die Methode, 
die Bedingungen der Stoffaufnahme und Abgabe der guten und 
schlechten Färbbarkeit des vitalen und avitalen Färbungsvermögens, 
der Histotropie usw. auf Grund eines neuen Prinzips, der Elektropie, 
zu erforschen. 

Schließlich bringt uns die Vitalchemoskopie der Elektrohistologie 
näher, die insbesondere durch R. Keller!) methodisch ausgebaut wird. 


1) R. Keller, Die Elektrizität der Zelle Wien, Braumiiller, 1918. Neue 
Versuche über mikroskopischen Elektrizitátsnachweis. Braumüller, 1919. 
Elektrohistologische Untersuchungen an Pflanzen und Tieren. Prag 1920. 
Elektromikroskopie, Naturw. Wochenschr., Neue Folge XX, 47. 
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Es gebührt das Verdienst diesem Forscher, auf Grund von Experi 
menten und Deduktionen auf die Wichtigkeit der elektrostatische 
Zelladungen im Geschehen der Zellen und Organismen hingewiesen 
zu haben, und die histologischen Färbungen mit den elektrostatischen 
Zellpotentialen in Zusammenhang zu bringen. Die Chemoskope sind 
als elektrope Substanzen par excellence zum Studium der elektrc- 
statischen Zelladungen bestimmt und eignen sich infolgedessen zum 
Studium der elektrostatischen Biologie der Zelle, sowie der tinktonellen 
Elektrohistologie. 

Zum Schluß möchten wir die prinzipiellen Ergebnisse vorliegend: 
Mitteilung in bezug auf die Elektropie zusammenfassen. Vorerst sal 
hervorgehoben werden, daß sich die in vitro gewonnenen Erkenntnis® 
und Folgerungen über die Elektropie prinzipiell auch in Tierversuchen 
nachweisen ließen. Es konnte festgestellt werden, daß die Farbstof:- 
moleküle innerhalb des Tierkórpers eine Umwandlung erfahren, woti 
es jedoch belanglos ist, ob die elektrostatischen Ladungen von den | 
Ionen oder von den Kolloiden herrühren und in welchem Verhältnis 
sie sich an den elektropen Prozessen betätigen. Wichtig ist der Nachweis 
des Umstandes, daß laut Prinzip der elektrostatischen Ladungsdominanz 
auch innerhalb des Tierkórpers ein primärer Ausgleich der elektro- 
statischen Ladungsprozesse stattfindet und die Substanz erst dann 
ihrem weiteren Schicksal zum Opfer fällt. 

Wir sahen ferner, daß die Farbstoffe durch die tautomere Um. 
lagerung neue Eigenschaften erlangten, welche sie vorher nicht besaßen. 
und aus einem unwirksamen Zustande in einen wirksamen umgewandelt 
werden konnten. Indem wir die primäre Umlagerung der Farbstoff- 
moleküle für die Stoffaufnahme als eine ,,conditio sine qua non“, wo- 
durch sie zu einer auswählenden Aufnahme durch Zellen befähigt 
werden, erkannten, fanden wir experimentelle Anhaltspunkte für das 
Obwalten der auch in vitro wirkenden Prinzipien der präkurierenden 
und prädisponierenden Elektropie. 

Die methodische Anwendung der Reagenzglaschemoskopie auf 
vitale Verhältnisse führte uns zur Auffindung der Vitalchemoskopie. 
welche zugleich die Bedeutung einer neuen, indirekten Vitalfärbung- 
methode besitzt. 
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Von 
L. Karczag. 


Aus der III. medizinischen Klinik der kel Pázmány Péter-Universitát 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 3. April 1923.) 


Zusammenfassung und kurzer Ausblick, 
Wir möchten die Resultate unserer Mitteilungen I bis V aus 
mehreren Gesichtspunkten zusammenfassen, die uns gleichzeitig als 
Richtschnur für weitere Forschungen dienen. 


Über Tautomerie und Biologie. 


Wir kennen eine Anzahl von Substanzen großer biologischer 
Wichtigkeit, welche die Eigenschaft besitzen, aus einem aktiven Zu- 
stande in einen inaktiven überzugehen, aus dem sie unter Umständen 
zurückgebildet werden können. Als solche Substanzen dürften die 
Komplemente, Toxine sowie die Inkretstoffe und Nutramine ge- 
nannt werden. Es wurde von Funk und anderen Vitaminforschern, 
so auch von Abderhalden auf die Möglichkeit hingewiesen, daß der 
Übergang der wirksamen Substanzen in unwirksame mit der Um- 
lagerung der Moleküle zusammenhängen dürfte, und daß somit die 
intramolekularen tautomeren Umwandlungen im Zellhaushalte eine 
wichtige Rolle spielen. Es fehlte jedoch jeder direkte Nachweis der 
tautomeren Umwandlungen im Tierorganismus, sowie der Nachweis, 
daß die tierische Zelle befähigt ist, zwischen beiden tautomeren Formen 
wie etwa zwischen den optisch aktiven Verbindungen eine Auswahl 
zu treffen. 

Dieser Nachweis glückte uns in vorliegenden Versuchen, welche 
mit den umlagerungsfähigen Gliedern der Triphenylmethanfarbstoffe 
ausgeführt wurden. Die intramolekulare Umlagerung dieser Sub- 
stanzen ist in vitro leicht nachweisbar, sie erfolgt z. B. auf Zusatz von 
Natronlauge, unter dessen Einfluß sich die Farbstofflösungen ent- 
färben und in die farblose tautomere Carbinolform übergehen. Ihre 
Regeneration bzw. Rückverwandlung in die farbige Form erfolgt auf 
Zusatz von Säuren. 
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Es gelang uns zunächst, mit Vándorfy in vitro-Versuchen nach- 
zuweisen, daß Körperflüssigkeiten, wie das Blutserum, Liquor cer- 
brospinalis usw., die intramolekularen Umlagerungen ebenfalls bewirken, 
sodann glückte uns mit Paunz der Nachweis, daß bei subkutaner 
Einverleibung der Farbstoffe, wie Fuchsin S, Wasserblau, Lichtgrin. 
die Umlagerung in die farblose Carbinolform ebenfalls zustande kommt, 
daß das Carbinol als solches im Blute zirkuliert und aus diesem in vitro 
durch Säure zurückgebildet werden kann. Auch haben wir sodann in ans- 
gedehnten Versuchen mit Paunz nachweisen können, daß die Carbin«r 
im Tierorganismus zurückgehalten werden, wogegen die Farbstoff- 
moleküle zur Ausscheidung gelangen, ohne durch die Zelle aufgenommen 
zu werden. Sogar haben wir in histologischen Schnitten durch unser: 
Regenerationsmethode zeigen können, daß die Carbinole in die Original- 
form künstlich zurückverwandelt werden können, und daß die Aufnahme 
der tautomeren Carbinole elektiv vor sich geht. Es konnte somit be- 
wiesen werden, daß durch intramolekulare Umlagerung eine indifferente 
Verbindung innerhalb des Organismus in eine aktive umgewandelt werden 
kann, welche sodann analog zu gewissen Giften, Toxinen, Hormonen usv. 
bestimmte histologische Elemente elektiv zu treffen imstande sind. 


Die elektrostatische Energie und das Prinzip der elektrostatischen Ladung- 
dominanz. 

Die große Rolle der elektrostatischen Energie in der Biologie 
wurde im allgemeinen von berufenen Autoren, wie J. Loeb sowie 
Hamburger von seither betont, und insbesondere beschäftigte sich 
R. Keller mit den Problemen und der Bedeutung der elektrostatischen 
Zellkräfte für die Biologie und Pathologie. Trotz der anregenden 
Deduktionen und Versuche insbesondere auf histologischem Gebiete 
fehlten bisher Reagenzglasversuche, in denen ein systematisches Studium 
über den Einfluß der elektrostatischen Ladungen auf chemische und 
physikochemische Prozesse möglich gewesen wäre, und auch fehlte 
der Nachweis, daß die in vitro gewonnenen Resultate auf Tierversuche 
übertragbar sind. Vorliegende Experimentalarbeit hatte also einen 
doppelten Zweck: erstens sollte die Ausführbarkeit der Reagenzglas- 
versuche, welche das Studium der elektrostatischen Ladungswirkunz 
auf chemische Substrate in sinnfälliger Weise ermöglichen, festgelegt 
werden, und zweitens sollte die Übertragbarkeit derselben auf Tier- 
versuche bewiesen werden. Wir konnten in ausgedehnten Versuchen 
über die prinzipielle Lösung dieser Bestrebungen bereits berichten 
und sind in bezug auf die elektrostatische Energie zur Erkenntnis 
des Prinzips der elektrostatischen Ladungsdominanz gelangt. 

Dieses Prinzip besagt folgendes: In einem jeden System, wo 
elektrostatisch geladene Körper miteinander in Berührung kommen 
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zw. in Reaktion treten, gleichen sich in erster Linie die elektrostatischen 
Ladungen aus, und erst nachher folgt das Einsetzen der weiteren 
hemischen und biologischen Vorgänge. Das Schicksal der sekundär 
ich einstellenden Reaktionen hängt in hohem Maße von dem Ladungs- 
rustande (Ladungssinn, Ladungsstärke) der beteiligten Komponenten, 
n dem sie sich im Moment ihres Zusammentreffens befanden, ab, 
ınd somit auch von der Reihenfolge, in der sie miteinander in Berührung 
kommen. Diese Regel, welche auf kolloidchemischem Gebiete von 
Bredig und Billiter aufgefunden wurde, konnte von Karczag für bio- 
logische Prozesse im allgemeinen als gültig ausgesprochen werden. 

Die elektrostatische Energie übt einen dominierenden Einfluß - 
auf physikalisch-chemische, chemische und biologische Reaktionen 
bzw. Prozesse aus. Die elektrostatische Energie ist ein stärkerer Faktor 
als die chemische Affinität, welch letztere von der elektrostatischen 
Ladung beeinflußt und gerichtet werden kann. 

Zu diesen Erkenntnissen sind wir auf Grund von zahlreichen 
Beobachtungen und Versuchen gelangt, welche später besprochen 
werden sollten. An dieser Stelle soll nur die Wichtigkeit der elektro- 
statischen Ladung bei biologischen Prozessen hervorgehoben werden. 

Die elektrostatische Ladung stellt, wie dies durch Keller betont 
wird, ebenso eine physikalische Konstante eines Körpers dar wie eine 
andere physikalische oder chemische Konstante. Diese elektrostatische 
Konstante kommt unter allen Umständen zum Vorschein, einerlei, 
ob das System, in dem der Ladungsstoff vorhanden ist, ein chemisches, 
physikalisch-chemisches oder biologisches ist. Die elektrostatische 
Ladung, welche bei einem jeden Körper eine konstante und spezifische 
Größe besitzt, bestimmt somit sein Verhalten bei-chemischen, physi- 
kalisch-chemischen und biologischen Prozessen. Unsere Versuche 
ergaben diesbezüglich einen Zusammenhang zwischen der Voltaschen 
Spannungsreihe der Metalle und ihrer Umlagerungsfähigkeit gegen 
Farbstoffe, wie auch zwischen Oxidatorfähigkeit der Metallionen. 

Nicht nur Ionen, sondern ein jeder Körper besitzt eine für ihn 
charakteristische elektrostatische Ladung, und es ist somit einerlei, 
ob die Substanz ein Elektrolyt, ob ein Anelektrolyt, ob Kristalloid, ob 
Kolloid, ob wasserlöslich oder wasserunlöslich ist. Für das Schicksal 
eines Prozesses ist, wie wir bereits hervorgehoben haben, nur der 
Ladungszustand, das ist der Ladungssinn und die Ladungsgröße, von 
entscheidendem Einfluß. Diesbezüglich haben unsere Untersuchungen 
den prinzipiell wichtigen Nachweis erbracht, daß sich die Gesetze der 
Kontaktpotentiale auch auf die Berührung kolloidaler Körper beziehen. 
Gleichsinnig (negativ) geladene Kolloide verhalten sich bei ihrer Be- 
führung so, daß sich das schwächer negative gegen das stärker negative 
positiv auflädt. 
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Der Ladungszustand der elektrostatisch geladenen Körper ist 
somit von dem Ladungszustande der im selben System anwesenden 
anderen elektrisch geladenen Körper abhängig und kann im Falle der 
gleichsinnigen Ladung nach dem Gesetz der Kontaktelektrisierunz 
in dem Maße modifiziert werden, daß sich ein negativ geladener Körper 
als ein positiv geladener aufführt bzw. die Eigenschaften eines positiv 
geladenen Körpers erlangt. 

Wir unterscheiden demnach eine absolute elektrostatische Ladung. 
welche uns das Ladungsvorzeichen und die Ladungsstärke bzw. die alge- 
braische Summe aller Ladungen angibt, und die elektrostatische Polar- 
sation, welche uns die Ladung des betreffenden Stoffes in Gegenwart 
anderer elektrostatisch geladener Körper bzw. deren elektrostatischen 
Felder angibt. Wäre das absolute Vorzeichen der Ladung der aus- 
schlieBliche Faktor, welcher das elektrostatische Verhalten der ge- 
ladenen Körper bestimmt, so würde bei Anwesenheit von zwei 
gleichsinnig geladenen Körpern eine Abstoßung stattfinden. Solche 
Fälle dürften bei Naturprozessen vor sich gehen, wo die geladenen 
Körper unendlich klein sind. Solche Fälle bilden demnach diejenige 
Gruppe von Naturerscheinungen, bei denen die Gesetze der elektro- 
statischen Anziehung und Abstoßung nach dem Coulombschen Gesetz 
maßgebend sind. 

In räumlich ausgedehnten Systemen treten aber Polarisations- 
erscheinungen auf, welche eine Anziehung zwischen gleichsinnig ge 
ladenen Körpern ermöglichen, und zwar aus dem Grunde, weil das elektro- 
statische Feld des stärker geladenen Körpers in dem schwächer und 
gleichsinnig geladenen Polarisation hervorruft. Wir nennen diejenigen 
Systeme, bei denen. der Ablauf der elektrostatischen Prozesse nach dem 
Coulombschen Gesetze an polarisierten Körpern stattfindet und in denen 
somit die Anziehung gleichsinnig geladener Körper möglich ist zur Unter- 
scheidung (und nicht als Gegensatz) von Systemen, bei denen Polar 
sationserscheinungen nicht zustande kommen, polarisierte Systeme. 

Polarisierte Systeme kommen jedoch nur dort zustande, wo die 
Körper eine dielektrische Polarisierbarkeit besitzen. Dort, wo dies 
Möglichkeit nicht vorhanden ist, wo die elektrostatisch geladenen 
Körper, wie z. B. Metalle oder Metallionen, als Leiter aufzufassen sind, 
welche somit keine Dielektrizitätskonstanten besitzen, können sich 
jedoch auch Verhältnisse einstellen, bei denen sich die elektrostatische 
Anziehung zwischen gleichsinnig geladenen Körpern ebenso wie in polan- 
sierten Systemen einstellt. Solche Zustände treten in Fällen auf, wo 
die Metalle oder Metallionen miteinander in Kontakt gelangen, auf 
welche sodann die Prinzipien der Voliaschen Kontaktelektrisierung 
maßgebend sind. Wir nennen solche Systeme, in denen die dielektrische 
Polarisierbarkeit der elektrostatisch geladenen Körper nicht vorhanden 
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ist, wo jedoch infolge Kontakt der gleichsinnig geladenen, aber mit 
verschiedenen Potentialen behafteten Körpern eine Anziehung zu- 
stande kommt, Voltasche Systeme. 

Wir konnten vorderhand nicht entscheiden, ob die von uns be- 
schriebenen Phänomene in polarisierten Systemen, auf welche die 
(oehnsche Regel gültig ist, oder in den Voltaschen Systemen, auf 
welche die Voltaschen Kontaktgesetze maßgebend sind, ablaufen. Dies 
war auch nicht der Zweck vorliegender Untersuchungen. Es ergab sich 
aber aus den experimentellen Erfahrungen, daß im großen und ganzen 
eine große Analogie zwischen den von uns beobachteten Adsorptions- 
erscheinungen usw. mit Systemen, auf welche die Prinzipien der Kontakt- 
ladungen maßgebend sind, besteht, und haben aus Einheitlichkeits- 
gründen unsere Anschauungen auf die Voltaschen Systeme bezogen. 

Das Studium der polarisierten und der Voltaschen Systeme ist 
für die Biologie insbesondere deshalb von hohem Interesse, weil sich 
eine Substanz nur in diesen Systemen entgegengesetzt wie vorhin auf- 
führen, neue Eigenschaften, welche sie vorhin nicht besaß, erlangen 
kann, und auf diese Art aus einem unwirksamen Zustande in einen 
wirksamen umgewandelt wird und umgekehrt. Zahlreiche Vorgänge 
der Stoffaufnahme und Stoffabgabe der Bindung der Loslösung von 
Toxinen, Giften usw. könnten durch die Potentialänderung der Kom- 
ponenten erklärt werden, und auch zahlreiche pathologische Vorgänge 
sowie therapeutische Einflüsse dürften auf solche Grundgesetze zurück- 
zuführen sein. 

Es ist somit von hervorragender Wichtigkeit, die elektrostatischen 
Eigenschaften der Zellen, der Zellprodukte, sowie der natürlich vor- 
kommenden und künstlich hergestellten Substanzen kennenzulernen. 
Wir haben in der Chemoskopie einen gangbaren Weg angegeben, der 
uns die Bestimmung der elektrostatischen Eigenschaften der ver- 
schiedensten, mit elektrischer Ladung behafteten Körper erlaubt. 


Die Elektropie. 

Wir erkannten in der Elektropie einen neuen Naturvorgang, welcher 
an gewissen konstitutionell veränderlichen Verbindungen in Gegenwart 
von elektrischen Kraftfeldern abläuft. 

Wir nannten diejenigen Substanzen, an denen die Erscheinung 
der elektrischen Kraftfeldwirkung nachweisbar ist, elektrope Sub- 
stanzen. Jede Substanz, welche eine elektrostatische Ladung besitzt, 
ist zur Auslösung oder Unterhaltung eines elektropen Vorgangs be- 
fähigt, und wir nannten daher die ladungstragenden Körper, welche 
die elektropen Wirkungen entfalten, Ladungsstoffe. 

Die Elektropie beruht auf eine Teileigenschaft von Substänzen, 
welche durch die verschiedensten Energiearten in ihrem chemischen 
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Bau und physikalischen Eigenschaften eine Veränderung erleiden, 
und welche wir als dystrope Substanzen bezeichneten. Die Elektropie 
bedeutet die Umwandlung der dystropen Substanzen in Gegenwart 
des elektrostatischen Feldes, ebenso wie Phototropie die Umwandlung 
durch Licht, die Thermotropie durch Wärme, die Radiotropie durch 
radioaktive Strahlung bedeutet. Diejenigen Substanzen, an denen 
die Erscheinungen der Elektropie nachweisbar sind, gehören teilweise 
zu den intramolekular veränderlichen tautomerisationsfähigen Ver- 
bindungen, als deren Repräsentanten eine große Zahl der Triphenvl- 
methanfarbstoffe erkannt wurde. Die elektrope Umlagerung dieser 
Farbstoffe führt entweder zu tautomeren Verbindungen, aus denen 
die Ursubstanzen zurückgebildet werden können, oder sie verlaufen 
irreversibel, ohne jedoch zu zerfallen. Wir erkannten ferner in dem 
Zerfall des Wasserstoffsuperoxyds ebenfalls einen elektropen Vorgang. 
welcher von einem Zerfall des Moleküls begleitet ist. 

In Gegenwart des elektrostatischen Feldes gehen im Inner der 
Moleküle dynamische Vorgänge vor, welche mit Rücksicht darauf. 
daß sie in dem eigenen elektrischen Felde des Moleküls ablaufen, als 
elektrodynamische aufgefaßt wurden. 

Bei der intramolekularen Umlagerung der Triphenylmethan- 
farbstoffe bewegt sich die OH-Gruppe im eigenen elektrischen Felde. 
indem sie vom N-Atom zum C-Atom bzw. in umgekehrter Richtung 
wandert. Die negative elektrostatische Ladung bewirkt die Umlagerung 
des Farbstoffmoleküls in Richtung des Carbinols, die positive dagegen 
in umgekehrter Richtung und verwandelt das Carbinol zum Farbstoff. 
Die elektrope Wirkung der negativen elektrostatischen Ladung mani- 
festiert sich also in gleicher Richtung wie diejenige der anderen Energie, 
arten, der Wärme, des Lichtes und der radioaktiven Strahlung, welche 
mit der negativen elektrostatischen Ladung eine adäquate Wirkunz 
besitzen, indem sie ebenfalls die Entfärbung der Farbstoffe bewirken. 

Die genannten Energiearten überführen also die labile tautomere 
Modifikation (Farbstoff) in die stabile (Carbinol) und fungieren somit 
als stabilisierende Energiearten. Eine ganz gegensätzliche Wirkung 
besitzt die positive elektrostatische Ladung, welche die ‚stabile Mot- 
fikation in die labile umwandelt und somit als labilisierende Energeart 
fungiert. 


Das Prinzip der präkurierenden Elektropie. 

Überall, wo elektrope Substanzen mit Ladungsstoffen zusammen- 
treffen, verläuft der elektrope Vorgang zu allererst, und nur dann folgt 
das Einsetzen der anderen chemischen, physikalisch-chemischen und 
biologischen Reaktionen. Wir erkannten dieses Prinzip in den Er- 
scheinungen der von uns studierten oxydationskatalytischen Systeme, 
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an denen wir nachweisen konnten, daß sich die katalytische Oxydation 
der umlagerungsfähigen Farbstoffe zusammensetzt: 

a) aus der elektropen Tautomerisation des Farbstoffmoleküls, 
welche primär abläuft und dadurch erkenntlich ist, daß die 
Originalfarbe der Verbindung durch Salzsäure zu regenerieren ist, 

b) aus dem chemischen Oxydationsprozeß, welcher sekundär ein- 
setzt und zu einer unregenerierbaren Zerstörung des Farbstoff- 
moleküls führt. 

Auch erkannten wir, daß das Wasserstoffsuperoxyd vermöge seiner 
stark negativen Ladung in erster Linie einen primär einsetzenden elektro- 
physikalischen Vorgang auslöst und bei Anwesenheit eines Oxydators erst 
sekundär seinen chemischen Einfluß als Oxydationsmittel entfaltet. 

Es ist somit von hervorragender Wichtigkeit für das Schicksal eines 
Systems, ob das Substrat, welches in dem System vorhanden ist, eine 
elektrope Eigenschaft besitzt oder nicht. Es dürfte anzunehmen sein, 
daß biologisch wichtige Substanzen, wie Komplemente, Toxine, Hor- 
mone, Inkretstoffe, Nutramine usw., bevor sie chemisch umgewandelt 
oder verbrannt werden, ebenso wie die Farbstoffe elektrope Umlage- 
rungen erleiden. 

Wir erkannten das Obwalten des Prinzips der präkurierenden 
Elektropie auch an anderen Beispielen, bei denen die elektrope Um- 
lagerung des Substrats unter dem Einfluß eines elektrisch geladenen 
Körpers ebenso wie bei den katalytischen Systemen primär zustande 
kommt und erst dann sekundär der eigentliche Vorgang seinen Anfang 
nimmt. Besonders interessant ließen sich diese Erscheinungen an den 


elektropen Adsorptionen 

studieren. Es begegneten uns zwei Hauptarten von Adsorptions- 
prozessen: 1. die elektrope Adsorption, welche aus der elektropen Um- 
lagerung des Farbstoffs als erste Phase und aus der Adsorption des 
(arbinols als zweite Phase besteht, 2. die elektrope Regenerations- 
adsorption, welche aus der elektropen Umlagerung des Carbinols als 
erste Phase und aus der elektrostatischen Adsorption des zurück- 
gebildeten Farbstoffs als zweite Phase besteht. Die elektrope Regene- 
rationsadsorption läßt zwei Typen erkennen: 1. die aktive elektrope 
Regenerationsadsorption, bei der die Umlagerung des Carbinols und 
die elektrostatische Adsorption des Farbstoffs durch Anziehung zu- 
stande kommt, 2. die passive elektrope Regenerationsadsorption, bei 
der die Umlagerung der Carbinole und die Adsorption des zurück- 
gebildeten Farbstoffs durch Ladungsdruck der umgebenden Ionen- 
schicht zustande kommt. 

Der Umstand, daß diese Adsorptionsprozesse ebenso wie die 
elektrope Entfárbung oder Regeneration der Farbstoffe von den Kon- 
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taktpotentialen, welche zwischen Farbstoffen und Adsorbentien auf. 
treten, abhängig sind, bewies das innere Verhältnis zwischen den elek- 
tropen Entfärbungs- bzw. Regenerationsprozessen und den elektropen 
Adsorptionen. Auf Grund des prinzipiellen Zusammenhanges konnten 
analoge Entfärbungs- und Adsorptionsprozesse in Versuchen beobachtet 
werden, bei denen Bakterien und Blutzellen mit den Farbstoffen bzw. 
Carbinolen in Berührung gebracht wurden. 


Prinzip der prädisponierenden Elektropie. 

Es konnten in einer großen Anzahl auf verschiedensten Gebieten 
gemachten Beobachtungen konsequent auftretende Prozesse erkannt 
werden, welche darauf hinwiesen, daß die elektropen Substanzen durch 
den primär ablaufenden elektropen Umlagerungsvorgang eine Empfind- 
lichkeit gegenüber sekundär einsetzenden Vorgängen erlangten, weshalh 
sie in diesem Zustande bei den sekundär ablaufenden Prozessen sogar 
elektiv bevorzugt werden können. Das Prinzip der präkurierenden 
Elektropie wurde somit zu einem Prinzip der prädisponierenden Elek- 
tropie, welches somit besagt, daß elektrostatische Ladungen als das 
Molekülgefüge labilisierender Faktoren imstande sind, die Moleküle 
der elektropen Substanzen durch Umlagerung zu gewissen Prozessen 
vorzubereiten bzw. empfindlicher zu machen, wodurch sie zu weiteren 
Umwandlungen bzw. Beteiligungen an dem Reaktionsablauf pri- 
disponiert und unter Umständen auswählend bevorzugt werden. 

Auf Grund dieses Prinzips werden elektrope Farbstoffe in oxyda- 
tionskatalytischen Systemen leichter zerstört als die anelektropen 
Farbstoffe, und somit hängt die elektive Oxydation mit der Umlagerung:- 
fähigkeit der Farbstoffe zusammen. Auf Grund dieses Prinzips kann 
ein Katalysator (z. B. Nickel) bei gleichzeitiger Anwesenheit eine: 
elektropen und anelektropen Substrats eine Auswahl zwischen beiden 
treffen, indem er das elektrope bevorzugt. 

Das Prinzip der prädisponierenden Elektropie machte sich auch 
in den Tierversuchen geltend, indem nachgewiesen werden konnte, 
daß Farbstoffe wie Fuchsin S und Lichtgrün als solche durch keine einzige 
Zelle oder Zellbestandteil aufgenommen werden, daß sie aber innerhalb 
des tierischen Körpers eine Umlagerung erleiden und nun als die 
tautomeren Carbinole zur elektiven Aufnahme durch bestimmte 
histologische Elemente befähigt werden. 

Durch" den elektropen Vorgang wird also ein unwirksamer Stoff 
zu einem wirksamen und erlangt neue Eigenschaften, welche er vorhin 
nicht besaß. Es ist denkbar, daß elektrope Umlagerungsprozesse auch 
bei Vorbereitungsprozessen, Aktivierungsprozessen und Elektivitáts 
prozessen anderer Art, so bei Infektions- und Immunitátsvorgángen, 
eine wichtige Rolle spielen. 
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Die Chemoskopie. 

Wir haben experimentell festgestellt, daß die intramolekulare 
Umlagerung der Triphenylmethanfarbstoffe unter Einwirkung elektro- 
statischer Ladungen in zweifacher Richtung erfolgen kann: 

l. In Richtung des Carbinols, wobei die Entfärbung der Farb- 
stoffe stattfindet. 

3. In Richtung des Farbstoffs, wobei die farblosen Carbinole in 
farbige Verbindungen umgelagert werden. 

Die elektrope Tautomerisation der Farbstoffe in Richtung des 
Carbinols erfolgt unter dem Einfluß von negativ elektrischen Kraft- 
feldern, diejenige der Carbinole in Richtung des Farbstoffs dagegen 
unter dem Einfluß positiv elektrischer Kraftfelder, welche von den 
Ladungsstoffen im Wasser, bei Gegenwart der Farbstoffe, nach den 
Prinzipien der Kontaktelektrisierung erzeugt werden. 

Da somit Farbstoffe und Carbinole ebenso wie Elektroskope 
elektrostatische Ladungen anzeigen, wobei sich die Wirkung der elektro- 
statischen Ladung in einer sichtbaren chemischen Veränderung der 
Farbstoff- bzw. Carbinolmoleküle kundgibt, haben wir sie Chemoskope 
genannt. Die Chemoskope sind also speziell konstituierte chemische: 
Verbindungen, welche sowohl das Vorzeichen als auch die Ladungs- 
stärke anderer elektrostatisch geladener Körper anzeigen, da sie selbst 
eın bestimmtes elektrisches Potential besitzen, dessen Veränderung 
durch das Potential der Ladungskörper zu einer intramolekularen 
Wanderung gewisser Atome bzw. Atomgruppen führt. 

Die Methode, welche sich mit der Ladungsqualimetrie und Ladungs- 
quantimetrie durch Chemoskope beschäftigt, haben wir Chemoskopie 
genannt. Die Chemoskopie ist also weiter nichts als die Anwendung 
der elektropen Umwandlung tautomerisationsfähiger Verbindungen zu 
Messungszwecken elektrischer Ladungen, wobei die Veränderungen der 
elektropen Substanzen sichtbar verfolgt werden können. 

Es gelang uns, die Ladungsreihenfolge der Farbstoffe, der Kolloide, 
der Metalle und Metalloide, der Körperflüssigkeiten (mit Vändorffy), 
der Blutzellen und Froschorgane (mit Sternberg), der Bakterien (mit 
Hajós), und der verschiedenen histologischen Elemente des Tierkórpers 
imit Paunz) festzustellen. Wir haben über die Elektropie in vitro 
gewonnenen Erkenntnisse und Folgerungen auch in Tierversuchen 
nachweisen und somit Resultate der Reagenzglasversuche auch auf den 
tierischen Organismus übertragen können. 


Die Vitalchemoskopie. 
Es konnte festgestellt werden, daß Farbstoffe (Fuchsin S, Wasser- 
blau, Lichtgrün) im allgemeinen durch keine lebende Zelle aufgenommen 
und daß die umlagerten Carbinole von gewissen histologischen Elementen 
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durch Adsorption abgefangen wurden. Die Farbstoffe als indifferente 
Verbindungen erlangten also durch die tautomere Umlagerung aktive 
Eigenschaften, wodurch sie zu einer auswáhlenden Aufnahme durch 
gewisse Zellgruppen befáhigt wurden. Auf Grund der beobachteten 
Adsorptionen der Carbinole, welche sowohl makroskopisch wie mikro 
skopisch durch Regeneration der Farbstoffe mit Salzsáure oder Formalin- 
essigsáure sichtbar gemacht wurden, wurden wir in die Lage gesetzt, 
die negative Ladungsstárke der Zellen bzw. Zellkolloide des tierischen 
Organismus abzuschátzen. Da die Reagenzglaschemoskopie methodisch 
auf vitale Verháltnisse angewendet werden konnte und somit die 
Methode der Vitalchemoskopie, welche zugleich die Bedeutung einer 
neuen indirekten Vitalfärbungsmethode besitzt, ausgearbeitet wenden 
konnte, sind wir zur Annahme berechtigt, daß die Gesetze der Kontakt- 
potentiale das Leben der Zelle eher richtend beeinflussen als die che- 
mischen Gesetze. Wir möchten in nächster Zusammenstellung de 
Resultate der Reagenzglaschemoskopie und Vitalchemoskopie an 
Tieren bzw. die Ladungsreihenfolge der Farbstoffe, der Kolloide. 
sowie der Körperflüssigkeiten der zelligen Elemente des Blutes der 
Froschorgane und der Zellen des tierischen Körpers angeben. 

Wenn wir die Daten unserer Tabelle überblicken, so erhalten wir 
interessante Aufschlüsse über das 


Vital- und Avitalpotential der Zelle. 

Es läßt sich feststellen, daß so schwache negative Potential. 
welche in unseren in-vitro-Versuchen durch Casein, Nuclein, Euglo- 
bulin, Pepsin, Tuberkelbazillen, Anthrax usw. erzeugt werden, in der 
lebenden Zelle gar nicht vorhanden sind. Das Vitalpotential der 
schwächst negativ geladenen Elemente des Tierorganismus, wie Binde- 
gewebe, Nierentubuli, Ovarienfollikeln usw. ist ein viel größeres al: 
dasjenige der vorerwähnten Körper. Diese schwächst geladenen Ee 
mente des Tierorganismus besitzen ein negatives Potential, welche 
etwa demjenigen der Gelatine in Wasser entspricht. Das negativ 
Potential der lebenden Zellen sowie deren Produkte ist stets ein größere: 
als dasjenige der Sulfosñurefarbstoffe. Beim Tode der Zelle findet 
ein Potentialsturz statt, und die negative elektrische Ladung der stärkst 
negativ geladenen Zellen fällt hiernach unterhalb der Ladung | 
stärke der Sulfosäuren. Wir konnten hierfür in unseren Versuchen 
über die Vitalchemoskopie mehrere Beispiele liefern, welche wir an 
dieser Stelle nicht einzeln anführen möchten. | 





Isostatische Körper. 
Einerseits die Gesetze der Kontaktpotentiale, andererseits die 
Möglichkeit, sie zu messen, brachte uns der Kenntnis der isostatischen 
Ladungskörper näher. Es muß aus elektrostatischen Gesichtspunkten 
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belanglos sein, ob die elektrostatische Ladung an Kristalloide oder 
Koloide, Elektrolyte oder Anelektrolyte, an Zellen bzw. Zell- 
produkte tierischer oder pflanzlicher Herkunft gebunden ist, maß- 
gcbend ist immer der Sinn und die Größe der elektrischen Ladung. 
Fs bestehen somit zwischen den Ladungsstoffen aus elektrostatischen 
\ründen keine absolute qualitative Differenzen, sondern nur quanti- 
tative, welche nicht von der chemischen und physikalischen Beschaffen- 
heit der Ladungskörper, sondern ausschließlich von dem Sinn und der 
Größe der anwesenden elektrostatischen Ladung abhängen. Sind die 
ladungen der verschiedensten Stoffe gleich groß, so besitzen sie quali- 
tativ die gleichen Wirkungen, sie sind somit Ladungsáquivalente, und 
se müssen daher in ein bestimmtes System durcheinander substi- 
tuwerbar sein. 
Biochemische Zeitschrift Band 138, 29 
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Wir kónnen uns auf Grund dieses Zusammenhanges die Vor 
stellung machen, daß die elektrope Umwandlung der dystropen Sub 
stanzen innerhalb des tierischen Organismus unter Umständen durd 
einen isostatischen Körper ersetzt werden kann, falls die elektrop 
Wirkung der Zelle (bzw. Zellkolloide) durch eine Potentialánderun; 
unwirksam geworden ist. Ebenso dürften isostatische bzw. isoelektrup: 
Körper bezüglich therapeutischer Wirksamkeit füreinander eintreten 
sowie auch gleiche biologische Wirkungen entfalten. 


Die Histotropie. 

Die Histotropie ist eine Erscheinung der elektrostatischen Elek. 
tivität. Es konnte gezeigt werden, daß durch die lebende Zelle zwischen 
zwei tautomeren Formen, wie Farbstoff und Carbinol, eine Auswahl 
getroffen werden kann. Die eine Form wird nicht adsorbiert, die andere 
dagegen stark und elektiv. Die Farbstoffe (Fuchsin S, Lichtgrini 
werden durch keine einzige Zelle oder Gewebe aufgenommen, wogegen 
die Aufnahme der Carbinole nach erfolgter Umlagerung der Farbstoffe 
innerhalb des Tierkörpers elektiv vor sich geht. Dasselbe Verhalten 
konnte auch gegen Wasserblau festgestellt werden, obwohl bei diesen 
Farbstoff auch die Dispersität eine Rolle spielt, welche unter Un- 
ständen die vitale Aufnahme des zirkulierenden Farbstoffes durch di: 
Nierenepithelien und kollagenen Bindegewebe bewirken kann. Wm 
führten die Ursache der elektiven Adsorption der Carbinole auf 
elektrostatische Momente zurück, bei denen die negative Ladung der 
Zellen und der Carbinole aufeinander eingestellt sind. Die Histotrot- 
besitzt also zwei Hauptbedingungen. Erstens die Umwandlung aus 
dem Farbstoffzustande in die Carbinolform durch einen Faktor, welcher 
somit als Konditionalfaktor wirkt. Zweitens die elektrostatische Ad- 
sorption der Carbinole durch die schwächst negativ geladenen Binde- 
gewebszellen usw., durch welche sie festgehalten werden, wodurch ihr 
Elektivitát, wir dürfen sagen Spezifität, bedingt ist. Dieser Faktor. 
welcher also aus elektrostatischen Gründen die elektive Aufnahme der 
Carbinole bedingt, wird Korrespondenzfaktor genannt. 

Die Histotropie konnte somit als ein physikalischer Vorgang unter 
vitalen Bedingungen mit allen seinen Zwischenstadien von Anfang his 
zu Ende verfolgt und somit als ein physikalischer Grundprozeß fur 
diejenigen Vorgänge erkannt werden, welche wir im Tierkörper al» 
elektive und spezifische Prozesse begegnen. 


Über die Bildung des Milchzuckers in der Milchdriise. 
Die Rolle des Leucins 1). 
Von 
Erich Hesse. 


Zum Teil nach den hinterlassenen Aufzeichnungen von Prof. F. Róhmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Institute 
der Universität Breslau.) 


(Eingegangen am 6. April 1923.) 


Die Milchdrüse gibt während der Lactation außerordentlich große 
Mengen von Milchzucker ab. So liefert z. B. die Kuh bei einer durch- 
schnittlichen Tagesproduktion von 10 Litern Milch etwa 450 g Zucker. 
Da man im Blute niemals Lactose gefunden hat, ist es sicher, daß der 
Zucker in der tätigen Drüse selbst entsteht. Sein Ausgangsmaterial 
stellt letzten Endes der Traubenzucker des Blutes dar. Den ersten 
experimentellen Beleg hierfür lieferten Kaufmann und Magne. Diese 
Autoren verglichen den Blutzuckergehalt der Jugular- und Mammar- 
vene und fanden, daß das Venenblut der ruhenden Drüse das gleiche 
Zuckerniveau besitzt wie das der Vena jugularis. Befindet sich die 
Drüse in sekretorischer Tätigkeit, so verliert das sie durchströmende 
Blut einen größeren Teil des Zuckers als dasjenige, das die Gewebe 
des Kopfes passiert. Das Blutzuckerdefizit ist annähernd äquivalent 
der Menge der produzierten Lactose. Auch wird unter dem Einfluß 
des Saugens das Blut im allgemeinen Kreislauf an Glukose reicher. 
Zu ähnlichen Ergebnissen kam auch Foa. Durchströmte er exstirpierte 
Milchdrüsen von Ziegen mit Ringerlösung und Dextrose, so erschien 
Im wässerigen Sekret Milchzucker. Wechselte er die Zusammensetzung 
der Nährflüssigkeit, indem er Ringersche Lösung allein durchfließen 
ließ oder anstatt Dextrose Galaktose zusetzte, so war im Drüsensekret 
kein Milchzucker nachweisbar. Ferner hat Porcher gezeigt, daß bei 
Ziegen, die nach Exstirpation der Mammae Junge bekomnien, sofort 
nach der Entbindung eine Glucosurie einsetzt. Fügen wir schließlich 





') Zum Teil veröffentlicht als Inaug.-Diss., Breslau 1921. 
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die Beobachtung von Noel Paton und Cathcart hinzu, daB säugend:. 
mit Phloridzin vergiftete Tiere in dem Maße weniger Milchzucker pro- 
duzieren, als Zucker im Harn erscheint, so wird man wohl an der Tat- 
sache nicht zweifeln können, daß die Glucose des Blutes die Quelle 
für den Milchzucker darstellt. 

Man darf sich aber den näheren Mechanismus der Milchzucker- 
genese nicht so vorstellen, als ob der Traubenzucker bei der Passaz- 
durch die Drüse die notwendigen Veränderungen durchmacht, die von 
ihm zur Lactose führen, also die Umwandlung der Hälfte in Galaktos 
und die Zusammenfügung der beiden Reste. Es findet vielmehr eine 
Ablagerung in der Drüse statt in einer Form, die wir noch nicht näher 
angeben können. Thierfelder und nach ihm Röhmann haben gezeigt. 
daß bei der Autolyse von Milchdrüsen eine umfangreiche Produktion 
von reduzierendem Zucker stattfindet. Diesen Befund konnten Isaak 
und Adler nicht bestätigen. Der Grund hierfür liegt in der verschiedener. 
Versuchsanordnung der Autoren. Während Isaak und Adler die Dris 
sofort nach der Zerkleinerung 2 Stunden lang bei 38° .digerierten, lie) 
Röhmann den Drüsenbrei in einer schwachen Bicarbonatlösung bei 
Zimmertemperatur einige Stunden stehen. In dieser Zeit hatte sick 
kein Zucker gebildet. Wurden dann die Mazerationssäfte in den Thermo- 
staten gestellt, so war bereits nach 2 Stunden reduzierender Zucker 
nachweisbar. Röhmann konnte durch Darstellung des Osazons der 
Beweis erbringen, daß dieser Milchzucker ist oder ihn wenigstens in 
größerer Menge enthält. 

Es steht somit zweifellos fest, daß der Vorgang der Milchzucker- 
bildung nicht an das Leben des Tieres gebunden ist, ja er ist auch von 
der morphologischen Intaktheit der Drüse unabhängig, da er sich im 
Drüsenbrei und in Mazerationssäften nachweisen läßt. Damit sind de 
Bedingungen für das Studium der Zwischenstufen beim Übergang 
von Trauben- in Milchzucker sehr vereinfacht. Trotzdem ist es bis 
jetzt noch nicht gelungen, völlige Klarheit zu schaffen. Das Auftreten 
von reduzierendem Zucker in dem vorher nicht reduzierenden Drüsen- 
material erinnert an die Hydrolyse des Leberglykogens durch Diastase- 
wirkung; eine Ähnlichkeit, die Thierfelder veranlaBte, der Zwischen- 
substanz des Milchzuckers den Namen Saccharogen zu geben, der 
allerdings etwas irreführend ist. Es muß sich nämlich bei der Lactase- 
bildung um ein ganz anders gebautes Produkt handeln, denn da: 
Glykogen ist durch Säuren leicht zu Traubenzucker aufzuspalten, 
die Milchdrüse dagegen liefert bei der gleichen Behandlung keinen 
reduzierenden Zucker. Wenn die Isolierung der Zwischenstufen bis 
jetzt nicht gelungen ist, so haben doch verschiedene Forscher versucht, 
sich über den Weg, der in der Drüse von der Glucose zur Lactose führt, 
eine Vorstellung zu bilden. 
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Múntz dachte an die Galaktosezufuhr mit der Nahrung. Er wies 
larauf hin, daß eine Menge im Pflanzenreich sehr verbreiteter Stoffe — 
"flanzenschleim, Gummi, Pektinstoffe — als Zersetzungsprodukt 
‚alaktose liefern, und er glaubte, daß bei den Herbivoren der Milch- 
ucker durch eine Synthese aus Dextrose und Nahrungsgalaktose ent- 
tehen könnte. 

Röhmann spricht sich folgendermaßen aus: 

„Mit dem Blutstrom wird der Milchdrüse Traubenzucker als Stoff 
Or die Milchzuckerbildung zugeführt. Dort wird er aber nicht unmittel- 
xar verarbeitet, sondern zunächst in eine noch nicht näher charak- 
erisierte Zwischensubstanz übergeführt. Sie dient gewissermaßen als 
Puffer, speichert die d-Glucose, zerfällt aber unter dem Einfluß eines 
ınbekannten fermentativen Prozesses je nach dem Tätigkeitszustand 
ler Drüse mehr oder weniger rasch unter Bildung von d-Glucose. 
Der Zucker ist in ihr nicht in Glukosidbindung enthalten. Auf die 
l-Glucose wirken in der tätigen Milchdrüse Enzyme, die sich aus 
Zymogenen bilden, und zwar eine Stereokinase, die die d-Glucose in 
»¡ne d-Fructose überführt, und eine weitere, die d-Galaktose bildet. 

Durch ein synthetisierendes Enzym, eine Galaktosidoglucese, werden 
Galaktose- und Glucosegruppen zu Lactose vereinigt.“ 

Schließlich hat E. Fischer gelegentlich erwähnt, daß die Lactose 
durch eine stereochemische Umwandlung aus der Maltose entstehen 
könne. Für diese Theorie ist bis jetzt kein experimenteller Beweis 
geliefert worden. 

Die Münizsche Vorstellung ist leicht ad absurdum zu führen, 
da ja die mit der Nahrung aufgenommenen Hexosen in der Leber 
in Glucose umgewandelt werden. Für die Galaktose hat dies bereits 
Weinland und Draudt nachgewiesen. 

Röhmann stützte seine Theorie auf die Annahme, daß beim Di- 
gerieren der Mazerationssáfte Fructose entstünde. Er beobachtete in 
einigen Versuchen eine starke Linksdrehung der Extrakte und diagnosti- 
zierte die Fructose als Osazon mikroskopisch in dem Osazongemisch. 
Die Linksdrehung an sich erlaubt aber keine sicheren Schlüsse, da ja 
bei der Autolyse auch Eiweißkörper sich unter Umkehr der Drehungs- 
richtung in optisch aktive Substanzen spalten können. 

Behandelt man autolysierte Mazerationssäfte mit Phenylhydrazin 
in der üblichen Weise, so erhält man Gemische von Kristallen, in denen 
die folgenden Typen regelmäßig zu erkennen sind: die garbenförmig 
vereinigten Nadeln des Glucosazons, die stechapfelförmigen Aggregate 
des Milchzuckerosazons. Endlich gewinnt man unter Bedingungen, 
die nachher noch näher geschildert werden sollen, Sterne von großen, 
etwa wetzsteinförmigen Blättchen, die mit keiner der anderen Arten 
zu verwechseln sind. Nun weiß aber wohl jeder, der sich einmal ein- 
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gehend mit Osazonen beschäftigt hat, daß es unmöglich ist, allein aus 
der Kristallform die Diagnose auf einen bestimmten Zucker zu stellen. 
Mag das noch einigermaßen angehen, wenn man einen einheitlichen 
Zucker vor sich hat, so können beim Vorliegen eines Gemisches alle 
möglichen Formen auftreten. Nur durch eine Trennung der verschie- 
denen Gebilde und Identifizierung war eine definitive Aufklärung zu 
erwarten. 

Röhmann versuchte, wie aus seinen hinterlassenen Aufzeichnungen 
hervorgeht, auf analytischem Wege die Zwischenstufen aus den Maze- 
rationssáften herauszuarbeiten. An gut definierten Produkten erhielt 
er nur Aminosäuren, unter denen der Menge nach das Leucin bei weitem 
im Vordergrunde stand. Das gab ihm den Gedanken ein, ob nicht 
dieser Aminosäure eine ganz besondere Rolle bei der Milchzucker- 
genese zukomme. Der Zusatz von Leucinpräparaten verschiedenster 
Herkunft beeinflußt nun in der Tat die Milchzuckerbildung in den 
Mazerationssäften sehr stark. Die Rechtsdrehung verstärkte sich. 
Das Auftreten der breiten, zu Sternen gruppierten Osazonblittchen 
wurde eine regelmäßige Erscheinung, die am vierten bis sechsten Tage 
der Autolyse auftrat. 

Kurz vor seinem Ableben hatte mir Herr Prof. Röhmann ein 
Thema zur Bearbeitung übergeben, das sich auf den bisher geschilderten 
Untersuchungen aufbaute. Damit ergab sich die Notwendigkeit, diese 
weiterzuführen und zu versuchen, den Mechanismus der Leucinwirkung 
aufzuklären und die Natur der verschiedenen Osazone einwandfrei 
festzulegen. Die Gegenwart von Aminosäuren ist ein Faktor, der 
sehr wohl auch bei der Milchzuckerbildung intra vitam eine Rolle 
spielen kann. Cary hat nachgewiesen, daß bei milchenden Kühen 
die Aminosäuren im Blute und Plasma der Mammarvene im Gegensatz 
zur Jugularvene vermindert sind, während bei trocken stehenden 
Kühen keine Differenz nachweisbar ist. Er bringt diesen Unterschied 
mit der Bildung der Milchproteine in Zusammenhang. Freie Amino- 
säuren werden demnach auch in der laktierenden Drüse anwesend 
sein. Die Vorstellung, daß das Leucin etwa selbst in Milchzucker über- 
ginge, war wenig wahrscheinlich. Zunächst sprach die Verschiedenheit 
der Struktur der beiden Körper dagegen. Auch bleibt bei Carys Be- 
rechnung keine Aminosäure für den theoretisch möglichen Übergang 
in Zucker übrig. Und endlich gehört das Leucin nicht zu den Amino- 
säuren, die über Zucker abgebaut werden. Es geht vielmehr in Aceton- 
körper über. Ich habe trotzdem in meinen Versuchen darauf geachtet. 
ob Beziehungen zwischen der Menge des Leueins und des Zucken 
bestehen. Es überwiegt aber immer die Höhe der Zuckerbildung über 
die zugesetzte Leucinmenge. Wollte man eine stoffliche Beteiligung 
des Leucins an der Zuckersynthese annehmen, so wäre mit großer 
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Vahrscheinlichkeit zu erwarten, dall es durch die ihm auf seinen ver- 
chiedenen Abbauwegen zunächst stehenden Produkte vertreten werden 
öönnte.e. Amylamin und Isovaleriansäure sind aber ganz wirkungslos. 
sine glatte Desamidierung der Aminosäure konnte ich nicht fest- 
tellen. Die verschwindenden Aminosäure-N-mengen entsprachen nur 
inem Bruchteil des mehrauftretenden Zuckers. Es bestehen somit keine 
renetischen Beziehungen zwischen Leucin und Milchzucker. Wohl 
(er ist dessen Anwesenheit maßgebend für den Überschuß der Rechts- 
lrehung und das Auftreten des blättchenbildenden Zuckers. Ich konnte 
ıusnahmslos ein stärkeres Hervortreten der Blättchen in den Ansätzen 
nit Leucin feststellen. Die Steigerung war so groß, daß an eine Iso- 
jerung gedacht werden konnte. Nach vielen anfänglichen MiBerfolgen 
zelang es, durch eine fraktionierte Extraktion mit Wasser bei 60% das 
Plattenosazon rein zu gewinnen. Durch Bestimmung seines Drehungs- 
vermögens in Pyridin-Alkohol, seines Schmelzpunktes und seines 
Stickstoffgehaltes wurde es als Maltosazon identifiziert. 

Da die spezifische Drehung der Maltose etwa 21,mal größer ist 
als die der Glucose, war damit die große Differenz zwischen Drehung 
und Reduktionsvermögen der Autolysate erklärt. Es bleibt nun noch 
die Frage offen, welche Rolle das Leucin bei der Genese der Maltose 
spielt. Da es, wie ich eben ausführte, keine chemische Reaktion eingeht, 
liegt der Einfluß des Leucins offenbar in einer Milieuänderung 
der Mazerationssáfte. Damit stimmt die Tatsache überein, daß andere 
Aminosäuren, Tyrosin und Phenylalanin, den gleichen Effekt quoad 
Maltosebildung auslösen. Daß tatsächlich Aminosäuren in der Lage 
sind, durch bloße Milieuänderung einen Einfluß auf einen fermen- 
tativen Vorgang auszuüben, zeigten jüngst Shefman und Walker. 
Die Geschwindigkeit der Hydrolyse von Stärke durch Pankreatin- 
amylase, Handelspankreatin und anderes mehr, wird nach Angabe 
dieser Autoren durch Zusatz von Phenylalanin, Tyrosin und Alanin 
erhöht. Da gleichzeitig der Zusatz solcher Aminosäuren das Enzym 
vor der zerstörenden Wirkung durch Kupfersulfat schützt und ein 
durch Kupfersulfat geschädigtes Enzym wieder zur vollen Wirksamkeit 
bringen kann, führen Shermann und Walker den günstigen Einfluß 
der Aminosäuren wenigstens zum Teil auf den Schutz des Ferments 
vor Zerstörung in wässeriger Lösung zurück. In unserem Falle liegen 
zwei Möglichkeiten vor. Die Aminosäuren könnten etwa als Kata- 
lvsatoren die Bildung von Maltose beschleunigen, oder aber der Prozeß 
des Zuckeraufbaues verläuft bei ihrer Gegenwart so langsam, daß man 
die Zwischenstufe, die Maltose fassen kann. Die Isolierung der Maltose 
aus Drüsensäften ist, worauf ich zum Schluß noch einmal hinweisen 
möchte, das wichtigste Ergebnis meiner Untersuchungen, weil durch 
sie die Ansicht Emil Fischers über die Milchzuckergenese zum erstenmal 


446 E. Hesse: 


eine experimentelle Stütze erhält. Bei weiteren Studien wird dies 
Auffassung in erster Linie diskutiert werden müssen. 


Protokolle. 
I. Versuche von Prof. Röhmann. 
Gewinnung des Mazerationssaftes. 


Zur Verwendung kamen nur frische Milchdrüsen, die direkt von 
Schlachthof bezogen wurden. Sie blieben 24 Stunden lang bei 10% C legen 
Nachdem sie dann durch die Fleischmaschine geschickt waren, wurden auf 
1g Drüsensubstanz 2ccm einer 0,5 proz. Natriumbicarbonatlösung zugesetzt 
und einige Stunden mit etwas Chloroform bei Zimmertemperstur digerien. 
Darauf wurde durch ein Sieb abgegossen, bei 37 bis 40°C mit verdünnter 
Salzsäure neutralisiert, nochmals filtriert und dieses Filtrat zu den ver- 
schiedenen Versuchen im Thermostaten bei 37°C aufgestelit. Nach 
24 Stunden usw. wurden Proben entnommen, diese mit Eisenchlorid und 
verdünnter Salzsäure enteiweißt, polarisiert, ihr Reduktionsvermögen 
bestimmt und aus ihnen mit essigsaurem Phenylhydrazin Osazone dargestellt. 
Die Isolierung des Leucins aus den Drüsenextrakten ist ausführlich später 
bei Versuch 50 und 54 beschrieben. 


Milchdrüse 48, frischmilchend. 
A. Ohne Zusatz. 


23. I.: «a — 23’ 40 Pavy nach Zusatz von 16 ccm noch schwach rot 
= 0,05% Trbz. 
24.1: «+ 8 = 0,25% Trbz. 10 Fehling 6,5 = 0,77 % Trbz. 
25.1: «a4+42=13 % ,„ (Verd.1:2),10 „ BN ss Lä % » 
JI: «0+46=14 % » ( „ 13,10 „ 97-16 % » 


B. Mit 10g eingeengtem Extrakt von Milchdrüse 47. 


23.1: «— 33'40 Pavy nach Zusatz von 13,5 ccm blaß rosa 
= 0,07% Trbz. 

2.L: e 6= (Verd. 1: 2), 10Fehling 6,0 = 1,7 % Trbz. 

25.L: «+ 10°3' = 1,9% Trbz. ( „ 1:2),10 , 29=314% „ 

MI: «+ 12Y=19% „ (, 123,0 , 48=31% „ 
Extrakt. Mit Bleiacetat im geringen Überschuß gefällt nach vor- 

herigem Enteiweißen. Mit H,S behandelt, filtriert und bei vermindertem 

Druck eingedampft; 8,5 g ‚„Rohleucin‘“. 


IM 


Milchdrüse 49, frischmilchend 29. Januar 1919. 
Extrakt neutralisiert, auf 40% erwärmt, filtriert. 
A. Ohne Zusatz. 

30. I.: «+ 0, keine Reduktion. 

31. I.: «+ 23’ = 0,73 % Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 15,5 = 1,0 % Trbz 
LU: «+34 =11 % ( „ 1:3)10 ,, 106=-14% » 
AU: «+48 =15 % „ ( „ 1:3)10 „ 11,0=14% » 
ZIL: «+49 =16 % ,„ 

Osazone: Glucosazon und gelbe Massen, zum großen Teil in heißem 

Wasser löslich. 
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B. Extrakt mit 3 bis 4g der kristallisierten Fraktion 
vom Extrakt Milchdrüse 48 (Rohleucin). 
30. I.: a — 24, keine Reduktion. 
32. I.: «+31 = 0,8% Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 12,5 = 1,2% Trbz. 
Glucosazon. 
LU: «+3%17= 6,3% Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 5,5 = 2,7 % Trbz. 
Glucosazon, wenig bewachsen. 
3. II.: «+ 611’ = 11,89% Trbz. (Verd. 1: 4), 10 Fehling 5,4 = 3,7 % Trbz. 
Glucosazon, großer Teil lóslichen Osazons. 
4. IL: «+ 612 = 11,8 % Trbz. 


C. Extrakt mit l0ccm Extraktfiltrat von Milchdrüse 48. 

30. I.: «-— 13, keine Reduktion. 

31. I.: «+12 = 0,38%, Trbz. (Verd.1: 3), 10 Fehling 12,0 = 1,2%,Trbz. 
LD: e+ PU =19 % , ( „ 13,10 „ 6,7 = 2,3% ,, 
3. II.: «+12 =19% „ (ss 1:3,10 , 6,7 = 2,3% ,, 
4. IIL.: «+120 = 25 % ., 


Osazone: Glucosazon, viel weniger löslich als bei B, mehr als bei A. 


D. Gleiche Teile von B und C. 
30. I.: «-— 11’, keine Reduktion. 
1. IX.: «+58 = 1,8% Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 10,5 = 1,4 % Trbz. 
3. IIL.: a+ 3??? = 58% „ ( sw 1:3),10 ,, 6,4 = 23%, „ 


„Man. gewinnt aus Drüsenextrakten eine kristallisierte Fraktion ,,Roh- 
leucin‘‘. Diese sowie eingeengte Mazerationssáfte bewirken eine starke 
Zunahme der Rechtsdrehung der Drüsenextrakte, während das Reduktions- 
vermögen nicht in gleichem Maße steigt.‘ 


Milchdrüse 50, frischmilchend, 6. Februar 1919, nach ltágigem Liegen. 
I. Aufarbeitung des Drúsenextraktes?). 

Mit verdünnter HCl neutralisiert, aufgekocht, filtriert, auf dem Wasser- 
bade eingeengt, mit Bleiacetat und etwas basischem essigsauren Blei gefällt. 
Filtrat entbleit, bei vermindertem Druck eingeengt. Es scheiden sich 0,5 g 
Tyrosin ab. : 

Letztes Filtrat mit 17 ccm konzentriertem HCl auf dem Wasserbad 
eingeengt. Kristallbrei abgesaugt. 

A. Rohleucin in Wasser gelöst, von geringen Mengen Ungelöstem ab- 

filtriert, mit Überschuß von CuCO, gekocht. 
a) Cu-Verbindung unlöslich, nach dem Entkupfern etwa 1 g Leucin. 
b) Cu-Verbindung löslich, bei vermindertem Druck eingeengt, ab- 
filtriert, dunkelblaues a fast 2 g 
Phenylalanin ford. 7,1% N 16,2 % Cu, 
gef. 7,6% N 15,9 % Cu, 
Schmelzpunkt 2540, 
c) Filtrat. NaCl in geringen Mengen Aminosáuren. 
B. Filtrat 40 ccm, dazu 15ccm entsprechenden Filtrats von Milch- 
drüse 49 mit 55 ccm HCl am Rückflußkühler gekocht, Niederschlag ` 
abgesaugt, mit Äther extrahiert (viel Huminsubstanz), etwa 1,5 g. 


1) Protokolle sind so veröffentlicht, wie sie sich im Original vorfanden. 
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Aus alkalischer Lösung geringer Rückstand, der starke Jodoformprote 
gibt, mit Naphthol-H,SO, braunrote Färbung, beim Stehen Trübung. 

Aus saurer Lösung, die mit Äther ausgeschüttelte Flüssigkeit verestert, 
bei 200° destilliert, etwa Leem Öl, zweimal mit HCl abgedampft, gibt 
wasserlösliche Cu-Verbindung. 


II. Drüsenextrakt neutralisiert auf 40° erwärmt, filtrien 
langsam, daher unfiltriert. 


A. Kontrollprobe. 


8.11.: « + 4', keine Reduktion. 

10. II.: «+ 9’ = 0,299, Trbz. (Verd. 1: 2), 10 Fehling 12,0 = 0,8 % Trbz 
12.11: e +47 =15 % „p ( „ 1:2),10 „ 53=1,9% » 
14. II.: «+47 =15 % ,, Gárung 1,25 % Trbz. 


Glucosazon und viel in heißem Wasser lósliches Osazon. 


B. 200 ccm Extrakt, 6g Leucin, Beem Toluol. 


8. II.: « — 36', keine Reduktion. 
10. II.: « + 32’ = 1,0% Trbz. (Verd. 1: 4), 10 Fehling 8,4 = 2,4 ©, Trbz. 
12. Il.: d + 20 10' = 4,1 % 99 ( 99 l: 4), 10 en 6,7 = 3,0 %5 sp 
14. II.: «+29 = 4,19%) » Gärung 2,5 % Trbz. 


Glucosazon und viele Kugeln, viel in heißem Wasser lósliche Bei- 
mengungen. 


C. 200 ccm Extrakt, 6g Wittepepton, 5cem Toluol. 


8. II.: « — 1° 11', keine Reduktion. 

10. II.: « — 41', (Verd. 1: 2) 10 Fehling 7,0 = 1,4% Trbz. CuO, kolloidal 
gelóst. Nur Glucosazon. 

12.1I.: «+ 11 = 0,349, Trbz. (Verd. 1: 4), 10 Fehling 11,1 = 1,8% Trbz. 

14. II.: «+32 = 1,0 0, ee 

16. II.: «+ 1°? = 1,9 % sn ( > 14,10 „ 11,0 = 18% » 
Gärung 1,6%, Trbz. 


„Bei der Aufarbeitung zerfällt der Drüsenextrakt in Rohleucin (Leucin, 
Phenylanilin) und eine sirupöse Masse. Zusatz von Leucin und Wittepepton 
bewirken eine Vermehrung der Rechtsdrehung. Osazone sind nicht be- 
sonders charakteristisch.‘ 


Milchdrüse 51, von frischmilchender Kuh, Extrakt wie gewöhnlich. 
A. Kontrollprobe. 


22. II.: «+44 = 1,4% Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 6,7 = 2,3 % Trbz. 
nur Glucosazon. 
24. TL: a +37 =12% , ( , 1:4)10 ,, 84=24% ,, 
26. IL: «+ 118 = 2,5% „ ( , 1:4)10 „ 61=33% » 
28. II.: a + 1° 28' = 2. T9 en ( sn l: 4), 10 >> 6,3 = 3,2 WE »> 
3. IL: « + 19 28' = 2,7 E an ( „ l: 4), 10 sn 6,1 3,3 vo > 


Glucosazon und zahlreiche Kugeln in heiBem Wasser lóslich. 
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B. 100 ccm Extrakt, 0,9g Leucin von Milchdrüse 50. 


». IXI.: «428 = 0,89% Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 7,6 = 2,0 % Trbz. 
Osazon wie A. 


4. II.: «447 =15% , ( , 1:4)10 „ 10,0= 2,0% ,, 
6. XIE.: «+143 =3,3 % „ ( , 1:4)10 -., 64=31%,, 
8. IL: «+18 =21 % , (» 14,10: „ 72=28%,, 
3. III.: «+11 =19 % „(„ 149,10 „ 66=3/0%,, 


Glhucosazon wenig löslich. 


100 cem Extrakt mit 3 bis 4g Cu-löslicher Verbindung von 
Milchdrüse 50. 
22. II.: «+14 = 0,44% Trbz. 
24. II.: «+9 =0,29% 
26. II.: «+ 1!7’=21 % 
23. II: «+58 =18 % 
3. IIL.: «+19 =2,2 % 


¿O ,> 


D. 100 ccm Extrakt, lg Leucin aus Casein. 


22. IL: «+ 32 1,0% Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 8,5 = 1,8 % Trbz. 
24. IL: «+ 32 = 10% w (Ca LEI ER -5 79 =19% 
26. IL: «+ 1°17 = 2,3% „ ( œ» 14,10 „ 7,8=2,6% 
28. IL: et DI = 2,5% an ( „ 14,10 „ 68=3,0% 

3. III.: e + 139 =3,1% „ ( „ 14,10 „ 74=27% 


E. 100 ccm Extrakt, 6g Wittepepton. 
22. II.: « — 16’, keine Reduktion. 


24. II.: « — 28’, keine Reduktion. 
28. II.: « — 10',) f , 
am, «— 13 Í Glucosazon geringer als bei den anderen Proben. 


„Während ein Leucinpräparat, das aus Casein gewonnen war, einen 
wenn auch geringen Einfluß auf die Drehungsänderung ausübt, bleibt die 
Cu-lösliche Verbindung, die aus der sirupösen Fraktion des Extraktes ge- 
wonnen ist, einflußlos. Wittepepton hemmt in diesem Versuch deutlich 
die Zuckerbildung.** 


Die Aufarbeitung des Milchdrüsenextraktes 53 geschah wie bei Drüse 54. 


Miüchdrüse 54. 


I. Aufarbeitung des Mazerationssaftes. 


3300 ccm Extrakt neutralisiert, aufgekocht, filtriert. Trockenrückstand 
2,94%; « — 18. 

Filtrat eingeengt, mit Bleiacetat im Überschuß gefällt, entbleit mit H,S, 
Filtrat des PbS bei vermindertem Druck eingeengt, mit 60 ccm 10 proz. 
Hg-Acetatlösung bis zum bleibenden Niederschlag gefällt. 

Hg-Fallung I mit H,S behandelt, zu 47 ccm «œ — 44, — 45, Trocken- 
rückstand 5,6 %. Kjeldahl- N 1,279 van Slyke 0,23 %. 
0,23%. Amino-N: Gesamt-N = 18, e 


Práchtige Biuretreaktion, mit M (lien R.-Fállung baini Erwärmen 


nicht gerötet, Xanthoproteinreaktion schwach. Molisch stark, alkalische 
Pb-Lösung stark geschwärzt. 


eeh 
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Filtrat der Hg-Fállung I mit etwa 30 g Barythydrat (für Curcuma 
schwach braun) ergibt Hg-Fällung II. Letztere mit verdünnter Hg-Acetat- 
lösung gewaschen, mit H,S zerlegt. 

Schwächere Biuretreaktion, mit Millons R.-Fällung, beim Erwärmen 
stark rot, Xanthoproteinreaktion stärker, Molischprobe stark, Pb-Reaktion 
schwächer als bei I geschwárzt. Fällung komplexer Verbindung von Hg- 
Baryt. « — 25’ Formoltitration, 0,23%, Amino-N. Kjeldahl 1,43%; Ge 
samt-N. Amino-N: Gesamt-N = 16,1%. 

Filtrat von der Hg-Fállung II mit verdünnter SO,H, annähernd aw- 
gefällt, mit H,S behandelt, Filtrat des HgS zum Sirup eingeengt auf dem 
Wasserbade. 

A. Niederschlag mit Wasser suspendiert, mit verdünnter HCl bs 

Lackmoid nicht mehr blau, abgesaugt, mit Wasser gewaschen. 


Ungelóstes in heißem Wasser mit Kohle und NH, filtriert, gab 
beim Erkalten kristallinische Ausscheidung von Tyrosin. 


Das Gelöste eingeengt, beim Eindampfen Leucin. Aus Cu 
unlösliche Verbindung, Leucin. Schmelzpunkt 276,5, [«], O — 19,50. 
B. Filtrat. Probe 1: 9 verdünnt. 
« — 38’, 40 Pavy, 4 cem noch rot, 5 com braun = etwa 0,2% Trbz 
Osazon gering, Kugeln aus stark lichtbrechenden Nadeln, beim 
Erhitzen zum größten Teil löslich. Gärung 1,7% Trbz. 
6,5 g Sirup entsprechen etwa Le Traubenzucker. 


a) Mit 1 ccm Eisessig 11 Tropfen Phenylhydrazin, kein Niederschlag. 


b) Mit 0,8g p-Nitrophenylhydrazin in 10ccm 30 proz. Essigsäure ge- 
ringer Niederschlag. 


II. Mazerationssaft neutralisiert, auf 40° erwärmt, filtriert. 


A. Kontrolle. 


22. 1IT.:4+4+ 9' = 0,29% Trbz., reduziert stark, Glucosazon. 

24. III.: œ +13’ = 0,41%, ,, (Verd. 1: 3), 10 Fehling 13,5 = 1,1% Trbz. 

26. II.: « + 43 = 1,4 % » (» 13,10 „ 92=17% , 
Gárung 2,7 %. 

28. ITI.: « + 24 = 0,76% „ („ 1:3)10 „ 88=-17% „ 
Gárung 1,85%. 

31. 11T.:« + 24 = 0,76% on Gáúrung 0,5%. 

4.1V.: «+24 = 0,76% „ 


B. 100 cem Extrakt mit 3g Leucin aus Casein-Pankreas- 


verdauung. 
22. III.: «+ 12 = 0,389 Trbz., reduziert, CuO, kolloidal gelöst. 
24. III.: «— 9 (Verd. 1: 3), 10 Fehling 1,8 = 1,3 % Trbz. 
26. III.: «+58 = 18% „ („ 13,10 „ 51=29% » 


Gärung 3%. 

28. III.: «+ 56' = 1,8 
31. III.: « + 57 = 1,8 
4.IV. «+5'=1,8 


% sn ( TT l: 4), 10 IT 7,8 = 2,6 % „ 
O/ 

ZO 9 Ñ 
% »  Gárung 2,5%. 


, e 
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C. 100ccem Extrakt mit 3g Albumosen (Wittepepton). 
2. III.: « — 48, 
A III.: @ — 12, 
26. III.: « — 11, 
28. ITI.: a — 19, 
31. III.: «— 17, Gärung 3,2% Trbz. 
E. 45com Extrakt und 15ccm Filtrat von Hg-Fällung II 
der Milchdrüse (enthalten Tyrosin und Leucin). 
24. III.: « + 5’, keine Reduktion, keine Biuretreaktion. 
26. ITI.: «+ 2212 = 4,290; Trbz. (Verd. 1: 4), 10 Fehling 9,7 = 2,1% Trbz. 
28. ITI.: «+ 1°46 = 34% „ Us 14,10 „ 87=23% „ 
31. IIL.: « + 1947 = 3,4 % an ( IT F: 4), 10 sn 9,2 == 2,2% IT 
In allen Fällen nur Glucosazon. 


»»Bestátigung der früheren Ergebnisse bei Zusatz von Leucin (Tyrosin 


+ Leucin) und Albumosen. Letztere wirken hemmend auf die Zucker- 
bildung.“ 


Milchdrüse 55, frischmilchende junge Kuh. 


27. März. Extrakt neutralisiert, aufgekocht, filtriert, 3,33 % Trocken- 


rückstand. 
nicht gerötet. 


« — 25, eingeengt, auf Lackmus stark sauer, blaues Lackmoid 


Mit Hg-Acetat bis zur bleibenden Trübung versetzt, der geringe Nieder: 


schlag nicht weiter untersucht. 


Filtrat mit etwa 25 g Baryt für Curcuma 


neutral gemacht, Niederschlag abgesaugt, nicht untersucht. Aus dem Filtrat 
mit verdünnter SO, H,-Baryt annähernd ausgefállt. Dann auf dem Wasser- 


bade, später im Vakuum zum Sirup eingeengt (ist bei Drüse 57 verwandt) 
und mit CuCO, gekocht. Leucin dargestellt. 


27. 


28. III.: 
31. UL: 
3. IV.: 


Márz neutralisiert, auf 40% erwármt, filtriert. 


A. Kontrolle. 


: a + 11' = 0,34% Trbz., keine Reduktion. 
: a+12=0,38% ,, (Verd. 1:3), 10 Fehling 13,3 = 1,1% Trbz. 


a+ 4l =1,3% „ (, 1:4)10 


»  14,0= 1,4% 
«+ 46' = 1,4 Co » das d: 3), 10 


TT 8,0 = 1,9 % 


LEI 


LÉI 


B. 100 cem Extrakt, 3g Leucin (unrein?). 


: «a — 13' keine Reduktion. 


: « — 1?' (Verd. 1: 3), 10 Fehling 13,0 = 1,1% Trbz 
«+ 2( „ 1:3)10 , 90 = 1,7% 5 
ad — 13 ( an l: 3), 10 an 11,7 = 1,3 E 29 


C. 25 ccm Extrakt mit 0,5g d,l-Leucin (Kahlbaum). ' 
a + 1°19' = 2,5% Trbz., keine Reduktion. 

a + 1°36 = 3,0% ,, (Verd. 1: 8), 10 Fehling 8,3 = 4,8%, Trbz. 
a + 3027 = 6,6 % » ( » 1:4)}10 » 5.3 = 3,8% 


LEI 


„Zusatz von reinem Leucin bewirkt im Milchdrüsenextrakt eine enorme 
Steigerung der Rechtsdrehung.‘“ 
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Milchdrüse 56 vom 4. April 1919, von alter Kuh. 
Euter milchreich, Gewebe sehr derb. 
A. Kontrolle. 
5.1V.: «a + 8, redzuziert nicht. 


7.1V.: «+ 22' = 0,68 % Trbz. Osazon geringer gelber Niederschlag, r 


heißem Wasser löslich. 
8. IV.: «+18 = 0,57% „ Gärung0,5 %. 
9. IV.: «+18 = 0,57% » Se 1,34 %. 


B. 50 cem Extrakt mit 0,5g Leucin. 


5. IV.: « — 27', reduziert nicht. 
7. IV.: «+ 11’ = 0,34% Trbz., Gärung 2,5%. 
9. IV.: et 20 = 0,63% „ Be 4,5 %. 


Milchsäure 57, vom 10. April 1919. 

I. 10. April. Extrakt neutralisiert, erhitzt, filtriert. « — 22”, Trocken. 
rückstend 5,2%. Filtrat eingeengt ohne vorherige Fällung mit Bleiacetaz. 
Beim Stehen scheiden sich weißliche, flockige Massen aus ,,Leucin uad 
Tyrosin“ (1) ab, mit CuCO, gekocht, Cu-Verbindung hergestellt (2). 

11. Extrakt nicht mit HCl neutralisiert. 


A. Kontrolle. 
11. IV.: «— 12 
14. IV.: «— 2’, geringe Reduktion. 
16. IV.: «+ 18 = 0,57 % Trbz., reduziert. 


B. 50cem Extrakt mit 0,5g Leucin (Xahlbaum). 
11.IV.: «+ 5 
14. IV.: «+ 58" = 1,8% Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 6,9 = 2,2 % Trbz., 
Glucosazon. 
16. IV.: «+57 =18% an ( „ 1:3)10 „ 95=1,6% » 
Ill. Extrakt mit HCl vorsichtig neutralisiert, auf 40% erwärmt, filtrer. 


| A. Kontrolle. 
11. IV.: a«a — 9', reduziert nicht. 
14. IV.: «+ 11 = 0,34 % Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 16,0 = 0,9 9, Trbz. 
16. IV.: «+22 = 0,68% an ( vw 1:3)10 ,„ 17,0=09% » 


B. 45ccm Extrakt mit 5ccm letztes Filtrat von Milchdrüse ® 
(enthält neben anderem Leucin!). 

11. IV.: « — 52 

14. IV.: « + 29' = 0,92 9%, Trbz. (Verd. 1: 9), 10 Fehling 14,5 = 3,1 °, Tros. 
Glucosazon. 

16. IV.: et Alz 14 % , ( , 1:4)10 ,„ 7,1 = 2,6% » 

C. 50 ccm Extrakt mit 0,5g Leucin (Kahlbaum). 

11. IV.: «— 3 

14. IV.: « + 196’ = 2,1%, Trbz. (Verd. 1: 3), 10 Fehling 6,4 = 2,3 0, Trbz. 

16. IV.: «+ P? = 1,9% „ ( » 13,10 a 67=23% » 
Gárung 1,44 %. l S 
Osazon gering, nur Kugeln, die aus feinen Prismen bestehen, kein typi- 

sches Glucosazon, fast ganz in heißem Wasser löslich. 


DnA -L 





ALL. o O o 


ener 
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>> Während früher die Angaben über die Kristallform der Osazone gering 
Ísnd, werden jetzt die typischen prismatischen Plättchen erwähnt. Sie 
treten bei Zusatz von reinem Leucin zu Mazerationssäften auf.“ 


Muüchdrüse 59, neutralisiert, nicht filtriert. 
A. Kontrolle. 16. April erhitzt, filtriert, « — 17”. 
17. V.: «+18 = 0,57% Trbz. 
19. V.: «+ 47 = 1,5% Trbz. starke Reduktion. 
22. V.: «+47=15% ,, Osazon, geringer Niederschlag, nur Kugeln 
in heißem Waaser löslich. 
23. V.: «+47 = 1,5% Trbz. Gärung 4,8%. 
26. V.: «+ 38’ = 12% 
28. V.: «+33 = 1,0% 


LE 


B. 50ccm Extrakt mit lg Extrakt, Cu-Verbindung. 
Milchdrüse 57, I (bestehend aus Leucin und Tyrosin). 
< erhitzt, filtriert « — A. 
17. V.: «+ 47 = 1,6% Trbz., starke Reduktion. 
: «a4+52=1,6% ,, (Verd. 1: 4), 10 Fehling 11,7 = 1,7 % Trbz. 

22. V.: «+52=1,6% ,, GCárung 1,54%. 

Osazon reichlicher als bei A aus Kugeln und Nadeln, Sterne aus gelben 
Plättchen. 

C. 50 ccm Extrakt mit lg Extrakt von Milchdrüse 57, 2. 


Cu-Verbindung (Leucin!). 
16. V.: «a — 32, 


17.V.: «+ 32 = 1,0% Trbz. 

19. V.: «+56 =1,8% ,, (Verd. 1: 4), 10 Fehling 8,7 = 2,3 %, Trbz. 

22. V.: «+56 =138% ,, Osazonkugeln aus kurzen gelben Plättchen, 
größter Teil in heißem Wasser löslich. 

31. V.: «+12 = 1,9% Trbz. Gärung 1,4%. 


D. 50 ccm Extrakt mit 10cem Hg-Fállung I (Milchdrüse 53). 
17.V.: «+13 = 0,41% Trbz. 
19. V.: œ + 28' = 0,89% , (Verd. 1: 4), 10 Fehling 10,9 = 0,46 % Trbz. 
22.V.: «+ 29 = 0,92% i 
- Osazon in heißem Wasser fast vollständig löslich; beim Erkalten 
Sterne aus dünnen Nädelchen und Plättchen. 
„In allen Fällen, wo Fraktionen des aufgearbeiteten Milchdriisen- 
*extraktes, die Leucin, Tyrosin oder Phenylalanin im Gemisch enthalten 
(unreine Präparate), findet man eine größere Steigerung der Rechtsdrehung 


als in der Kontrolle. Und ebenso gesetzmäßig treten unter den Osazonen 
Sterne aus kurzen gelben Plättchen auf.‘ 


LE 


II. Eigene Versuche. 
Methode. 

Die Drüsen, die wir zu den Versuchen benutzten, stammten von ge- 
sunden, nach Angabe des Schlachthofes frischmilchenden Kühen. Sofort 
nach der Tötung des Tieres wurde die Drüse herausgeschnitten und nach 
dem Institut gebracht, wo sie alsbald nach der Entfernung der äußeren 
Teile verarbeitet wurde. Wir arbeiteten stets nur mit sterilen Gefäßen 
und Instrumenten. Nachdem die Innenseite der Drüse durch eine sterile 
Fleischmaschine getrieben waren, wurde pro Gramm Drüsensubstanz 2 ccm 
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einer 0,5proz. Natriumbicarbonatlósung zugesetzt. Dieser Bra bid 
8 Stunden bei Zimmertemperatur stehen. Dann wurde er von den grobe 
Teilen durch ein Sieb befreit, mit etwas Toluol versetzt und schließlich oe 
verschiedenen Zusätzen in sterilen Gefäßen im Thermostaten be JPC 
der Wirkung seiner Fermente überlassen. In verschiedenen Zeiträumen emt- 


nahmen wir Proben (10 ccm Saft), die nach vorheriger Enteiweißung më 
Liquor ferri dialysati auf ihr Reduktionsvermögen (nach Fehling) und ihr 
Drehung (Halbschattenapparat von Schmidt und Haensch, Berlin) unig- 
sucht wurden. Auch die Osazone wurden regelmäßig dargestellt. Dr 
ständige bakteriologische Kontrolle ergab, daß die Lösungen während der 
Versuchsdauer steril waren. 

Die Grundlage der Versuche bildete die Tatsache, daß die Fermeni- 
` sowie die Vorstufe des Milchzuckers aus der Drüse in den Mazerationsaf 
hineingehen und bereits nach kurzem Digerieren bei 40° C reduzieren! 
Substanzen auftreten. Die Muttersubstanz enthält den Zucker nicht r 
Glucosidbindung. 

Diese Tatsachen habe ich durch folgende Versuche nachgeprüft und 
bestätigen können: 

Versuch 1. 


100 ccm Drüsenbrei werden im Wasserbade bei 40° C 6 Stunden lang ae 





Reduktion 














| | Optisch akti | Red d 
E EE A cert Saa 
Zeit | Drehung | Trbz. in 0% SS er Vers y Trbz. m Oh 
| berechnet Dy von «com Saft dü nonnai berechnet , Osazout 
8b a. m. d +0 | KEE nicht | Kugel- 
10 a.m. ett y 165 © 10:63 Wi | wd 
12 a.m. «+22 45. 10:82 11:45 27 | Nadel- 
2 p.m. a +2029'; 47 " 10:8, 1:45: 27 ` ) osazor 


Versuch 2. 
200 cem Drüsenbrei werden mit so viel 25proz. HCl versetzt, daß de 
Lösung 5% HCl enthält. 4 Stunden am Rückflußkühler im kochenden 
—Wasserbade erhitzt. 
8 Uhr morgens. «- 0, keine Reduktion. 
12 Uhr morgens. «+ 0, keine Reduktion. 
In den weiteren Versuchen ging ich zu der Versuchsanordnung über, 
die sich bei Röhmann bereits bewährt hatte. 


Versuch 3. 
A. Kontrolle. 200 ccm Extrakt. 


l 














' "Optisch aktive BEE nn rue l Kristallform 
| als u i 
Datum Drehung ‚Trbz. in Ok KE Vers 'Trbz. in % ` der 
0 ! berechnet von cera Saft ‚ dünnung || j berechnet É Osazone 
16. I. wein ` Reduziert nicht 0 
17. L ie +37 ` ll © 10:37 | — | B Nadel- 
19. I a+4 13 10:3,0 ' — ' 17 > osagone 
20. I. "e-+ 30 0,9 10: 2,1 si 1 "8 
21. I. la 10137 22 10:18 |! — ' 28 1 Kuge 
23. I. ¡a+ 1024’ 2,6 10:19 | — o 2,6 V O8AZONP 
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Versuch 3. (Fortsetzung.) 
Optisch aktive i | Kristallform 
Drebung 0 ccm Fehling der 
tt: NK We 
B. = B. 1000 ccm Extrakt und 1 g d,l-Leucin (Kahlbaum), synthetisch. 
6. I. le—10 | Reduziert nicht | 
7. I. je 35 10 | 10:45 — i LI ` 
9. I. 2034’ 4,6 10 : 2,8 Se: sl 1,8 Neben Kugel» 
o. El +223 63 | 10:18 ol 2% || „u Famwedel, 
EL 4°51’ 89 | 10:13 | — 3,9 
23. I. sten 89 | 10:12 | A0 |f- Sternen geora. 
C. 150 cem Extrakt und 5g Wittepepton. 
16. Le 1920" Reduziert nicht 
17. I. a +25 | 0,7 10 : 3,2 — 1,6 
19. L eil 20 | 10:28 — y 18 reg 
20. I. 'a+1%2' 24 | 10:28 — ! 18 
21. I. e + 2929 3,9 10: 2,2 — | 23 | Kugel- 
23. I. a +28) 42 | 10:22 — ¡ 23 JI osazone 





Sind in der Kontrollprobe die Mengen der optisch altivon und redu- 
zaerenden Substanzen am Schluß: des Versuchs miteinander identisch, so 
fällt bei dem Leucinansatz die große Differenz zwischen Drehung und 
Reduktionsvermógen auf. Die polarimetrisch ermittelte Zuckerzahl ist 
2,2mal größer als der Reduktionswert. Auch findet man in diesem Ansatz, 
und zwar nur in diesem, die Osazonplatten, wie sie eingangs näher geschildert 
sind. Zusatz von Wittepepton steigert nicht in dem gleichen Maße wie 
Leucin die Drehung des Extraktes. 

Ich habe diese Tatsachen in den folgenden Versuchen immer wieder 
bestätigen können. Auch andere Aminosäuren, Tyrosin und Phenylalanin, 
haben denselben Einfluß wie Leucin. Dagegen ändern Zusatz von Abbau- 
produkten des Leucins, Amylamins und Isovaleriansäure in keiner Weise 
den normalen Ablauf der Milchzuckersynthese im Mazerationssaft. 


Versuch 4. A. Kontrolle 200 ccm Extrakt. 


| 5 
| Optisch aktive” Se (Rotuzierende Kristallform 
Det Deckung Substanz als ubstanz als! 


Vers ||Trbz. in Bei der 
NEN or dünnung || berechnet | Osazone 
: f 


13, I le— w i ¡O AA 


Reduser nehe 


Trbz. in | 10 ccm Fehling 






































16. U. «+13 | 04 | 10:163 1:4 1,2 Kugel- u. 
19. II. a, | 1,3 10: 12,5 1:4 1,6 Nadel- 
2. TL ¡a+10'¡ Lë 10:125 | 1:4 1,6 | osazone 
B. 300 cem Extrakt und 1,5 g l-Leucin. 
| an von Herrn Prof. Dr. Schmitz.) 
13. II. 'a—14' Reduziert 
16. II. ER 19 10 : 20,3 £ | 0,9 Nadelosazone 
a II. A 10: 50 : 3,9 Kugelosaz.u. 
nee: 213 59 | 10 1:4 | 7,7 |f prism. Plättch. 





C. 200 ccm Extrakt Be 1 S EE (Kahlbaum). 








13. II. la — 23' | Reduziert nicht 

16. II. H + 36' 1,1 ' 10:17, 1:4 | 1,1 Farnwedelosaz. 
19. a p1048" 32 | 10: 79 | 1:4 | 2,4 | Psmernand 
ai IL le «E gogo 128 ¡; 10: 30 | 1:4 6,6 ` | Kugelosazone 
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Versuch 5. 
A. Kontrolle. 
O Reduktion EENEG 
d Optisch aktive A ' Reduzieren de Kristalliorn 
g ` Substanz als d "Substanz als , 
Datum | Drehung os, in p 10 ccm Fehling ` vo. 'Trbz. in Cb: der 
| berechnet Kr dün ung berechnet | Osazone 
6. V. la +0 Reduziert nicht 
10. V. "a + 1039’ 3,0 ` 10:108 1:42 | 1,9 ` Nadelosazone 
12. V. la + 2043’ 5,1 10: 62 1:42 | 3,3 Vu Kugel- 
14, V. la + 239 49 jo: 60 1:42 ! 34 ` d osazone 
B. 500 cem Extrakt und 2,5 g d,l-Leucin (Merck J- 
6. V. «+0 ` Reduziert nicht \ 
10. V. «+25 ` 3,9 10:108 jl: 4,2 l 1,9 , Nadelosazoee 
12. V. et 5027" 10,5 ' 10: 45 1:42 ' 4,6 d Osazon- 
14. V. a+ 531 106 =: 10: 45 | l: 42 |i 4,6 i| platten 
Versuch 6. 
A. Kontrolle. 200 cem Extrakt. 
ersch aktive, PEA SA nn 'Reduzierende i Kristallfora 
Datum + Drehung | [sega Cl 10 ccm Fehling ` ver, Trozo An CN der 
j berechnet ME dünnung er berechnet Osazone 
14 X. «+0 : Reduziert nicht 
16. X. «+0 y Së 
18. X. «+21 | 0,7 , 10: 45,8 1:42 ` 0,5 i 
20. XK aH PX. 19 © 10:122 |1:42' 17 eeng 
21. X. «+55 1,7 -10:130 11:41 ' 1,6 d ee 
27. X. a+55 ` 1,7 : 10:112 ¡1:42 | 1,8 i 
B. 200 cem Extrakt und 1g l-Leucin 
(aus Casein als Cu-Salz selbst hergestellt). 
14, X. a —42 | Reduziert nicht 
16. X. etA y e 3) i! 
18. X. a +45 ı 14 ° 10:140 |1:42" 1,5 ` ¡ Nadelosazone 
20. X. «+ 2035’ 4,9 10: 86 | 1:42 ` 2,4 ‚| Kugelosazone 
21. X. «+ 2215 4,3 ‚ 10: 77 11:42 : 2,7 | _und 
27. X. a + 2035 49 10: 68 1:42 , 3,1 .)  Pláttcbeo 
C. 200 ccm Extrakt und 0,38 g Amylamin. 
14. X. «+0 Reduziert nicht | 
16. X. 14 +40 | BR Ge j 
18. X. 10 + 2r , 0,7 10: 53,0 1:42 | 0,4 GE? 
20. X. «+46 14: 10:118 li, 1,8 Jager un 
21.X. et 107 2,1 10:116 '1:42 * 17 Sec 
27. X. a+ I9ä 2,0 10:119 '1:42 , 1,8 f 
D. 200 cem Extrakt und 0,35 g Isovaleriansäure. 
14. X.a+0 ` Reduziert nicht I! 
16. X. de £ 0 | an OË | 
18. X. ia +17’ | 06 10 : 50,0 1:42 ` 0,4 
20. X. ¡a+ 1933 28 ` 10:126 1:42 17 || Nadel 
21. XX le 46 | L4 10:109 1:42 18 | an 
27. X. «+50 ; 1,6 10:11,9 1:4,2 1,8 , 
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Versuch 6. (Fortsetzung.) 
200 ccm Extrakt und 1g 1-Tyrosin (aus Casein selbst hergestellt). 






































| | tisch aktive. Reduktion |Reduzierende | Kristallform ` 
> ubstanz 10 Fehling ` ubstanz als | 

an | PS | o A erden ersten Dear ne hn Ke Dech? 
hee, DE D. ln 
4. XX. ac — 21 Reduziert nicht 

Lo X. a 17' 29 an 

18. X.'a+2 > 09 — 10:338 '1:421 08 Nadelosazone 
20. X. a+ 116 2,2 - 10:11,2 | 1:4,2 | 1,8 Kugelosazone 
21. X. at 1724 2,7 ' 10:11,8 1:4,2 1,8 | P 

27. X. a tl 33 , 10:112 !1:42 | 17 | Plättchen 


>sobachtete Wirkung der Aminosäuren mit einem Abbau derselben ver- 
bunden war. Deshalb wurde in mehreren Fällen laufend der Amino-N 
(nach van Slyke) und der Ammoniak-N kontrolliert. 


Versuch 7. | (Die gleichen Ansätze wie Versuch 4.) 



























t 
Kontrolle 500 ccm N cn S | P een 

Datum __— ~ — — | EAS 

 Ammoniak-N | Amino-N ||Ammoniak-N | Amino.N | Ammoniak.N | Amino+N 

d Olo i Die De Be f Ole lo 
13.11. 004 ! 019 , 0014 0,22 0,014 0,21 
wu 0,015 | 018 | 0,016 0,20 0,019 , 0,20 
19. II. 0,013 018 0,019 0,17 0,021 0,19 
20. II.. 0016 | 017 ` 0,019 0,18 0,022 | 0,18 


„Während der Aminostickstoffgehalt der Kontrolle um 0,1 g herunter- 
ging, fiel er bei Leucin- und Phenylalaninzusatz um 0,12 g bzw. 0,06 g. 
Die Zunahme des Ammoniakstickstofís betrug bei der Kontrolle 0,01 g, 
bei Zusatz von Leucin 0,015 g, von Phenylalanin 0,016 g.“ 












































Versuch 8. 
| Extrakt 500 cem | 500 com Extrakt 2,5g Leucin 
EE | Ammoniak+N Amino-N | AmmoniaksN | AminoN 
Beer nee LER e == == = E EE 5 o E E L 2 b o 
6. V. 0,006 0,34 | 0,006 0,40 
wv | 0007 0.33 0.009 0,40 
12, V. | 0,009 0,33 0,014 0,36 
14. V. | 0,009 0,32 0,014 0,35 
Versuch 9. 
| Extrakt 200 ccm tl 200 ccm Extrakt 1g l-Leucin | 
Datum | Ammoniak-N | AminosN | l Ammoniak;N Amino:-N 
REN: LEN elo ¡AM 0 o b 
l4. X. | 0,000 | 0,32 0,000 0,37 
16, X. | 0,001 0,32 0,001 0,38 
18. X. | 0,003 | 0,31 0,004 0,36 
20, X 0,004 ' 0,31 0,005 0,31 
21. X. ı 0,004 0,31 0,005 0,30 
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Wie bei Versuch 7 sinkt der Aminostickstoffgehalt bei Leucinzusatz 
stärker als bei der Kontrolle. Die Zunahme des Ammoniakstickstoffs ist 
nur geringfügig (0,04 g und 0,01 g). Zusammenfassend ist zu sagen: Eine 
glatte Desamidierung der Aminosäuren ist nicht erkennbar. Während die 
Aminostickstoffmenge abnimmt, steigen die Ammoniakstickstoffzahlen 
nur wenig an. 

Isolierung des Maltosazons. 


Versuch 10. Am 12. Mai 1920 werden 250 com Extrakt von dem Leucin- 
ansatz — Versuch 5 — entnommen, mit 750 ccm Wasser versetzt und unter 
ständigem Umrühren 150-ccm Liquor ferri dialysati hinzugefügt. Nach dem 
Absetzen des Niederschlages wird filtriert und das Filtrat mit heiß gesättigter 
Bleiacetatlösung genau gefällt. Der Niederschlag I wird sorgfältig gewaschen 
und gesammelt. Das letzte Filtrat wird nun mit Bleiessig genau gefällt 
und Niederschlag II wie I behandelt. Das Restfiltrat wird schließlich mit 
ammoniakalischem Bleiessig versetzt, bis im Filtrat keine Reduktion mehr 
nachweisbar ist. 

“Niederschlag I wird mit wenig Wasser aufgenommen, 6 Stunden lang 
mit SH, zerlegt, filtriert und der überschüssige SH, durch Luft verdrängt 

Das wasserklare Filtrat gibt: 

« + 5’, keine Reduktion. 
Kjeldahl-N = 0,68%; 0,69%. Biuretprobe negativ. 

Niederschlag II wie I behandelt. 

Das Filtrat gibt: 

« + 19 = 0,57 % Trbz., 10 Fehling: 35,6 = 0,14%, Trbz. 


Hydrolyseversuch. 


25 ccın dieses Filtrats werden mit so viel 25proz. HCl versetzt, daß die 
gesamte Lösung (etwa 2,29%) salzsauer ist. Nach zweistündigem Erhitzen 
im kochenden Wasserbade am Rückflußkühler wird die Drehung und das 
Reduktionsvermögen bestimmt: 

a + 7' = 0,19% Trbz., 10 Fehling: 30,0 = 0,17% Trbz. 

Daraus ergibt sich, daß eine Biose vorhanden war, die durch die Hydro- 
lyse in Monose gespalten wurde. 

Der Rest des obigen Filtrats, etwa 60 ccm, werden mit der berechneten 
Menge Phenylhydrazin und 50proz. Essigsäure versetzt und 11, Stunden 
im kochenden Wasserbade erhitzt. Während des Kochens bleibt die Flüssig- 
keit klar. Beim Erkalten scheiden sich Osazonkristalle ab, die mikroskopisch 
das Bild von zu Sternen geordneten Prismen zeigen. Der Niederschl? 
wird abfiltriert, mit wenig Wasser aufgenommen, bis 60° erwärmt, wieder 
filtriert, umkristallisiert und getrocknet. 0,04 g drehen im 1-dm-Rohr im 
Pyridinalkohol « + 16’, umgerechnet auf 0,2g « + 1920”. Nach Neuberg 
dreht Maltosazon æ + 1° 30’. Schmelzpunkt 200°. 

Niederschlag III wie I behandelt. Das Filtrat gibt: 

«a + 1939 = 3,2% Trbz., 10 Fehling: 4,9 = 1,02% Trbz., 
nicht weiter verarbeitet, da durch ein Versehen verloren gegangen. 

Versuch 11. Fs werden 600 ccm Drüsenmazerstionssaft und 3 g 1-Leucin 
zum Versuch angesetzt. Der Zusatz von Leucin geschieht in der Weis. 
daß das Leucin vorher in 120 cem 0,5proz. Natriumbicarbonatlösung gelöst 
wird. Bis auf einen geringen Rückstand löst sich alles. Vom 14. Oktober 
bis 21. Oktober 1920 wird dieser Extrakt im Brutofen der Wirkung seine! 
Fermente überlassen. Am 21. Oktober 1920 wird unterbrochen. Ent- 
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eiweißung mit 1800 ccm H,O und 360 ccm Liquor ferri dialysati. Diese 
Mischung wird 24 Stunden an einen kühlen Ort gestellt und dann filtriert. 
Das Filtrat wurde der gleichen fraktionierten Fällung unterworfen wie bei 
Versuch 10. 


Niederschlag I mit SH, zerlegt, das Filtrat zeigt: 
«+ 2015’ = 4,3%, Trbz. (Verd. 1: 4), 10 Fehling: 7,6 = 2,7 % Trbz., 
nicht weiter behandelt. 
Niederschlag II. Filtratmenge, etwa 100 ccm, gibt « + 6' = 0,19% 
Trbz. Reduktion nach J. Bang, Mikrobestimmung = 0,12% Trbz. 
Filtrat gegen Lackmus sauer, wird auf Osazone verarbeitet. Osazon.- 
niederschlag in wenig Wasser aufgenommen, bis 60° erwärmt, und bei dieser 
Temperatur filtriert. Die aus diesem Filtrat in der Kälte auskristallisierende 
Substanz wird wiederholt aus Alkohol und Wasser umkristallisiert. Schmelz- 
punkt 202°, 
Der Rückstand der Osazone wird umkristallisiert. Schmelzpunkt 2040, 
Mikroskopisch reine Nadeln. 
Niederschlag III in üblicher Weise behandelt. Filtrat: 
a + 1° 37' = 3% Trbz. (Verd. 1:6), 10 Fehling: 11,9 = 2,5% Trbz., 
gegen Lackmus sauer. 


H id 

25 ccm des Filtrats werden mit so viel 25proz. HCl versetzt, daß die 
Lösung etwa 2,2%, salzsauer ist. 2 Stunden im kochenden Wasserbade am 
Rückflußkühler erhitzt. Nachher Drehung und Reduktion bestimmt: 

«a + 1926’ = 2,85%, Trbz., 10 Fehling: 8,9 = 2,81 %, Trbz. 

Der Rest obigen Filtrats, etwa 150 com, mit Bariumcarbonat geschüttelt, 
bis die Reaktion neutral ist. Dann wird im Vakuum vorsichtig bis zum 
Sirup eingeengt. Temperatur des Wasserbades 35°C. Das Destillat zeigt 
kein Reduktionsvermögen. Sirup mit Alkohol versetzt, Flüssigkeit trübt 
sich, filtriert. Nochmals mit Alkohol ausgelaugt und filtriert. Nach er- 
neutem Einengen im Vakuum wird der Rest — Gewicht 2g — auf Osazone 
verarbeitet. 

Die mit wenig Wasser versetzten Osazone werden fraktioniert ausgelaugt 
bis 60° und von 60 bis 100°. 

I. Ungelóstes Osazon, umkristallisiert. 

Schmelzpunkt 199°. 

0,075 g drehen im 1-dm-Rohr in Pyridinalkohol « — 33, umgerechnet 
auf 0,2 g = a — 1% 28”. 

Nach Neuberg dreht Glucosazon « — 1° 30. 

Mikroskopisch: Nadeln. 

II. Fraktion bis 60°, umkristallisiert. 

Schmelzpunkt 200°. 

0,08 g drehen im 1-dm-Rohr in Pyridinalkohol « + 36’, umgerechnet 
auf 0,2 g = 4 + 10 30". 

Nach Neuberg dreht Maltosazon « + 1° 30'. 

Mikroskopisch: Prismen. 

0,0075 g Substanz mit Zinkstaub reduziert, Mikrokjeldahl, banden 
3,44 ccm n/50 SO,H, = 0,8256 mg N. | 

Gefunden = 11,1% N 

Berechnet für Maltosazon = 10,85% N. 

HI. Fraktion von 60 bis 100°, nur geringe Mengen. 

Schmelzpunkt 202°. 
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Harnstoff als Eiweißersatz beim Wiederkáuer. 


Von 
F. Honcamp und E. Schneller. 


(Aus der agrikulturchemischen Abteilung der landwirtschaftlichen 
Versuchsstation Rostock in Mecklenburg.) 


(Eingegangen am 12. April 1923.) 


Die Frage, ob der Harnstoff als Eiweißquelle bei der Ernährung 
der Wiederkäuer Verwendung finden kann, ist zuerst von W. Völtz!) 
experimentell behandelt und bejaht worden. Die mit einem aus- 
gewachsenen Hammel und mit drei Lämmern ausgeführten -Unter- 
suchungen führten übereinstimmend zu dem Ergebnis, daß der Harn- 
stoff geeignet ist, die Rolle des Nahrungseiweißes im Stoffwechsel 
der Wiederkäuer zu übernehmen. Zu weniger günstigen Resultaten 
kam dagegen A. Morgen?), welcher die bei seinen Versuchen beobachtete 
teilweise geringere Verwertung des Harnstoffs mit der Individualität 
und auch mit dem Alter der einzelnen Tiere zu erklären versucht. 
Demgegenüber fielen die Versuche von A. Scheunert3) vollkommen 
negativ aus. Denn in mit Stoffwechsel- und Respirationsversuchen 
verbundenen Fütterungsversuchen an drei ausgewachsenen und einem 
Hammel, dessen Wachstum noch nicht abgeschlossen war, gelang es 
nicht, Harnstoff als Eiweißquelle zu erweisen. Die positiven N-Bilanzen, 
die bei Harnstoffverfütterung regelmäßig auftraten, beruhen nach 
Scheunert nicht auf N-Retentionen, sondern sollen dadurch vorgetäuscht 
werden, daß der in den Ausscheidungen fehlende N durch die Haut 
ausgeschieden wird. Diese bestehenden Unstimmigkeiten veranlaßten 
uns gleichfalls, experimentelle Untersuchungen über die Verwertung 
des Harnstoffs als Eiweißersatz einzuleiten und gleichzeitig auch mit 
der Wirkung von Casein unter denselben Verhältnissen zu vergleichen. 
Die Versuche wurden mit zwei etwa 13%, Jahre alten Hammeln der 
Rambouilletrasse ausgeführt. Auf ähnliche Untersuchungen mit noch 
wachsenden Wiederkäuern werden wir später zurückkommen. 





1) Diese Zeitschr. 102, 151, 1920. 
2) Die landwirtschaftlichen Versuchsstationen 99, 1, 1921. 
?) Diese Zeitschr. 188, 137, 1922. 
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I. Versuchsreihe. 


Es wurden gleichmäßig während des ganzen Versuchs pro Kopf und 
Tag 400g Wiesenheu = 326,9 g Trockensubstanz und 200 g Haferstroh, 
entsprechend 165,5 g Trockensubstanz, verfüttert, außerdem ein Salz- 
gemisch, bestehend aus 5,0g NaCl, 5,0g CaCO, 2,5g Ca,(PO,), und 
1,0g K,SO,. Da das Wiesenheu nur von geringer Güte war, so konnte 
von vornherein angenommen werden, daß mit diesem Futter der Stickstoft. 
bedarf der Tiere nicht gedeckt werden würde. Dieser also nur aus Rauhfutter 
bestehenden Ration wurden in einer Periode pro Tag und Versuchstier 
10,5 g Harnstoff (46,52% N), und zwar zu jeder Mahlzeit 3,5 g. und 
in einer anderen Periode eine dem Stickstoffgehalt nach gleiche Mengs 
Casein (12,44 % N) zugesetzt. Letzteres war als Abfallprodukt in einer. 
Fleischfabrik gewonnen worden. In gleicher Weise wurde in zwei weiteren 
Perioden verfahren, in welchen jedoch neben den sich aus Wiesenheu und 
Haferstroh zusammensetzenden Grundfutter pro Kopf und Tag noch 60g 
Maisschrot und 90 g Kartoffelstärkemehl als hochverdauliche kohlehydrat- 
reiche Futterstoffe zugefüttert wurden. 

Die Zusammensetzung der Futtermittel war, berechnet auf Trocken- 
substanz, ence: 











Rohfett einasche 




















| | | ` Notre 

EE EH (Ather» | Rohfaser E Cos 

Substanz | iS | eiweiß | stoffe extrakt) ar 
E SCH E SE SS? E _ 
Wiesenheu . . | 89,30 | 11,71 | 46,04 | 2,28 
Haferstroh . . | 94,75 | 2,80 | 2,70 | 47,62 | 2,09 22/24 Cie 
Maisschrot . | 98,28 10,33 9,89 80,83 5,00 2,22 | 1,2 
Stärkemehl . l 99,77 | 0,55 0,551) 99,22 — — 1038 
Casein. . . + | 95,05 | 77,75 | 72,19 11,58 5,72 | — + 459 


Der Gehalt der verschiedenen Futterstoffe an Gesamt- und Eiweib- ` 
stickstoff betrug in Prozenten der Trockensubstanz: 











In Wiesenheu | Haferstrob | Meisschrot Stärkemehl | Cesein | Harastoß 


nn 
| 











Gesamt-N 1,87 | 0,45 1,65 | 0,09 12,44 | 46,52 
Eiweiß-N... 17 | 043 | 1,58 o — 11,55 | 


Der Stickstoffumsatz sollte bei Verfütterung von Harnstoff und Casein 
zunächst zu einer an Eiweiß und leicht lóslichen Kohlehydraten armen 
Futterration (Wiesenheu und Haferstroh) festgestellt werden. 

1. Periode. Nachdem die Versuchstiere vollkommen an die Versuchs- 
einrichtung gewöhnt und längere Zeit das aus Wiesenheu, Haferstroh und 
dem Salzgemisch bestehende Futter stets restlos verzehrt hatten, wurde 
zunächst mit der Untersuchung des Harnes begonnen, um festzustellen. 
ob bezüglich der Stickstoffausscheidungen eine Gleichmäßigkeit erreicht 
worden war. Die täglichen Harn- und Stickstoffmengen betrugen in dieser 
Vorperiode: 





1) Dieser Wert ist zu hoch, doch wurde in Hinsicht auf den sehr geringen 
Gehalt der Kartoffelstärke überhaupt von einer Bestimmung des Eiweib- 
stickstoffs Abstand genommen, zumal die Ermittlung desselben bei so ge- 
ringen Mengen in diesen fast ausschließlich aus Stärkemehl bestehenden 
Produkten immer etwas unsichere Zahlen ergibt. 
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Hammel 31 l Hammel 32 
| 
Stickstoff, Been | Stickstoff» 

menge | menge 

Am 31.IV. 1922. | 781,3 4,413 
ge 1. V. 981,8 3,906 
an 2. V. 983,3 4,095 
ss 3. V. 907,9 3,772 
SR 4. V. | 960,2 3,808 





In den nunmehr folgenden 10 Tagen wurde außer dem Harn auch der 


Kot quantitativ gesammelt. 
schiedenen Harn- und Stickstoffmengen waren folgende: 


Am D 


|44444444<: 





Ausgeschieden PE 
pro Tag . 


,) 


d 


a 


Die in dieser eigentlichen Periode ausge- 





A 


587,5 3,782 
604,8 3,951 
592,0 3,722 
614,7 4,081 
628,1 4,094 
Harnverluste 
589,3 3,912 
578,2 4,042 
488,5 3,847 
523,2 3,308 
5206,3 35,239 
578,5 8,915 


| 
| 


| 


| 





| 





919,5 
998,5 
870,3 
870,7 
759,3 
517,0 
826,7 
859,8 
825,4 
844,1 


8291,3 
829,1 


3,925 
4,212 
4,081 
4,211 
4,238 
4,173 
4,042 
4,108 
4,225 
4,121 


41,336 
4,184 


Von den täglichen Kotausscheidungen wurden aliquoté Mengen zur 
Vorbereitung für die Analyse in der üblichen Weise vorgetrocknet. Da jedoch 
beim Trocknen des Kotes, und zwar auch bei niederen Temperaturen, sehr 
leicht Stickstoffverluste eintreten können, so wurden von der täglichen Kot- 
ausscheidung entsprechende Mengen mit Chloroform konserviert und dann 
in diesem frischen, Mischkot der zehntägigen Periode der Gehalt sowohl an 


Gesamt- wie auch an Eiweißstickstoff ermittelt. 


Die Angaben über Stalltemperatur und Kotausscheidungen dieser 
Periode sind in der nachstehenden Tabelle enthalten. 





ER 
=8 
Datum | as | 
| 8 | 
| i 
un er 
Am 5.V. 1922. .' 15,0 | 
» 6V. | 153 
EN. . | 15,3 
„ 8. V. . | 16,8 E 
„ 9. V. . | 16,7 | 
„ 10. V. E 
» 1. V. | 14,2 | 
„ 12 V. | 13,9 | 
„ 13, V. 1 13,5 ` 
, 14, V. BEE. 
Im Mittel. . / 





Hammel 31 





ep E trocken» 
2 substanz 


Ah 


537,0 | 45,46 
506,5 | 45,71 
481,5 | 47,08 | 

47,70 





47,50 
46,10 
45,03 | 
46,38 | 
40,24 
47,79 


513,6 
525,2 








N 
N 
o 
kal 


Hammel 


384, 2 
536,3 
400,7 
505,4 


: 508,7. 


482,2 
464,1 
500,3 
482,0 
478,6 





| 52,29 





Gesamt. 
menge d. 
Kots 
trocken» 
substanz 





48,72 
51,46 
51,14 
50,32 | 266,0 
50,35 

51,19 ' 
49,13 | 
44,17 | 212,9 
51,69 ' 247,4 





14,9 | 501,9 | 45,87 | 280,2 | 474,3 | 49,95 | 286,9 
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Die Fäzes enthielten in der wasserfreien Substanz: 











Wl Gëss Roh» Nsfreie Rohfett ' Roh» | Reinssche 
| Substanz | protein | Extraktstoffe | (Atherextrakt) faser | Cs u CO,:km 
o EE li E EE 
> 1 
Hammel 31 . 86,17 | 10,07 | 44,40 289 | 28,81 | oe 
„32. .| 8657 | 919| 4465 | 257 |3016) 138 


In der Trockensubstanz des frischen Mischkotes waren enthalten: 

Hammel 31: 1,801% Gesamt-N = 4,145 g und 1,729 9%% Eiweb-N 
= 3,980 g durchschnittlich pro Tag. 

Hammel 32: 1,565% Gesamt-N = 3,707 g und 1,565 2% EiweiB-N 
= 3,707 g durchschnittlich pro Tag. 

Da der bei etwa 70°C getrocknete Kot von Hammel 31 1,611°, und 
Hammel 32 1,470% Stickstoff in der Trockensubstanz enthielt, so ergibt 
sich infolge des Trocknens ein Stickstoffverlust von 0,190 bzw. 0,095°,. 
Das Trocknen des Kotes bei etwa 70 bis 75°C hat also tatsächlich geng 
Stickstoffverluste zur Folge gehabt. Wir haben daher in dieser Periode wie 
auch in allen folgenden den Stickstoffbilanzen immer die im frischen Mischket 
ermittelten Werte zugrunde gelegt. 


Die Verdaulichkeit des Grundfutters berechnet sich in der nachstehend 
angegebenen Weise: 





E N»freie | Rohfett ' 
Robs | Rein» Extrakt: | (Äther Rot: 
eiweiß | stoffe extrakt) | 


Organ. 


5 o We BN 





protein 


























Verzehrt: | | | 

400 g Wiesenheu = 326,9 g | 
Trockensubstanz . . . 291,9 |38,3 |35,6 | 150,5 7,5 1 85 

200 g Haferstroh = 165 Ae | 
Trockensubstanz . . . . 156,8 | 4,6 45 78,8 | 35 | 699 
Gesamtverzehr . || 448,7 1429 |40,1 | 2293 ' 11,0 1656 

Im Kot 230,28 Trocken- | | | | 
substanz . . . . 2 2.2... i 198,4 |25,91)| 24.91); 102,2 | 67 . 663 
Verdaut . . . . || 2503 |170 |152 | 127,1 | 43 | 03 

Hammel 32. 

Gesamtverzehr w. Hammel 31 || 448,7 | 42,9 KM 1 | 2293 | 11,0 1656 

Im Kot 236,9g Trocken- 
substanz . ........ 205,1 |23 3,21)! 23,2 | 105,7 64 714 
Verdaut . . . .| 2436 |19,7 |169 | 1236 | 49 92 


Hiermit haben wir zunächst für die Aufstellung der Stickstoff- 
bilanz, die hier in erster Linie interessiert, die erforderlichen Grund- 


1) Berechnet unter Zugrundelegung der im frischen Rote ermittelten 
Stickstoffwerte. 
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‚gern gewonnen. Es wurden in dieser Periode an Stickstoff täglich 
ingeführt bzw. ausgeschieden: 





, Hammel 31 l Hammel 32 

















m Se EE AAA EE A ease" dee A d RB: ee BEE 2 
Einnahmen: a | 
326,9 g Wiesenheutrockensubstanz . . . . . . 6,113 | 6,113 
165,5 g Haferstrohtrockensubstanz . . . . . . 0,745 | 0,745 
Summe der Einnahmen 6,858 6,858 
Ausgaben: | 
Im Rot o aa Sr a at 4,146 3,707 
»» Harm. ee 3,915 | 4,134 u 
Summe der Ausgaben ..... , 8,061 7,841 
An den Einnahmen mehr (+) oder weniger (—) ` f 
als in den Ausgaben .......... ' — 1,203 | — 0,983 


Die beiden Versuchshammel befanden sich also bei dem in dieser Periode 
verabfolgten Futter nicht im Stickstoffgleichgewicht, sondern mußten 
vielmehr von ihrer Körpersubstanz zusetzen. 


2. Periode. Es wurde das gleiche Futter verabfolgt wie in der vorher- 
gehenden Periode und außerdem pro Kopf und Tag 10,5 g Harnstoff ent- 
sprechend 4,872 g Stickstoff. Der Harnstoff wurde sogleich in ganzer Menge 
vom ersten Tage an zugelegt und von beiden Versuchstieren von Anfang an 
ohne weiteres aufgenommen. 


Um festzustellen, wie sich die Harnstoffbeifütterung bezüglich der 
Stickstoffausscheidung im Harn und Kot äußerte, wurden während der 
zehntägigen Übergangsfütterung die im Harn und Kot täglich ausge- 
schiedenen Stickstoffmengen bestimmt, im Kot auch der Gehalt an Eiweiß- 
stoff ermittelt. Die hierbei gefundenen Werte sind in der nachstehenden 
Tabelle enthalten: 

















































Kot l Harn | An Ge 
i — — ‚samtN 
Datum en Gesamt» | Eiweiß» g Stickstoff) WS j 
, en A 
menge | N»Menge 8 menge | Bene 2 
Pa EE eg E Eed er g. re a See g | S B A EE A PA 
Hammel 31. 

Am 15. V. 1922. . . . 207,1 Ä 3,598 3,620 ' 587,5 | 6,077 9,675 
vw 16. V. . . . . | 230,6 3,900 3,849 612,1 7,329 11,229 
ee, ECK cz 225 205,7 3,592 3,592. 602,3 | 7, 857, 11,449 
„ 18V. BR 225,0 3,884 3,884 633,1 8, 020 - 11,904 
„ 19. V. EE 241,3 3,741 3,640 . 800,9 8,205 : 11,946 
» 20. V. La a 251,3 4,339 4,222 822,3 8,277 12,616 
» 21, V. .. . . | 245,1! 4,336) 4,219 847,1| 8,320. 12,656 
,. 22, V. . . . -| 257,8] 4,750] 4,560; 817,3; 7,824 12,574 
o 23. V. 0000.) 193,6 3,757 3,494 722,5 8,541 ` 12,298 
> 24. V. ol 203,7 3,830 3,696.' 773,1 8,759 ' 12,589 

Ausgeschieden insge: insgesamt | 2261,2 | 39,727 | 38,776 l 7218,2 79,209 | 118,936 

eg pro Tag | SCH 1| 8,978 | 3,878' 7218) 7,921. 11,894 
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f Kot I Harn An Ge: 
| | u ——i sameh 
| Trocken» e | e e ‚im Kotu 
Datum | ee Gesamte | Eiweiß. Menge ” Ham 
l menge | menge N;Menge | menge j au ts | 
1 
EE Be En | = g- E eh ae O — SEHR 


Hammel 32. 
250,2! 4,039 | 3,604 | 922,3 7,107 ` 11,476 











Am 15. V. 1922 | 
„ 16. V. | 246,0 4,059 | 3,691) 8,307 12,366 
„ 17. V. | 223,9; 3,560; 3,370| 955,2; 8,418 11,958 
„ I8. V. | 254,0 4,295: 3,805; 922,1| 8,541 , 12,836 
» 19, V. Í 214,4 | 3,586 | 3,397 | 1016,5| 8,346 11,92 
„ 20. V. . ı 216,2 | 3,496 | 3,127" 988,3| 8,423 11,919 
"21, V. | 244,11 3,628 3,378! 937,4| 8,477, 12,105 
n 22, V. . | 247,9; 3,698 | 3,538 | 1033,6| 8,837 „512,55 
2.23. V. nn... 239,2: 3,837, 3,782, 1112,0 8,606 „. 12,443 
„ 24. V. WEEK 230.0 | 4,065 3,749 ! 1094,0 | 8,528 12.59 
Ausgeschieden Set T 2365,9 
























































a pro Tag ` 286,6 8,545 1019,2| 8,859 12.21 


Überblickt man die in dieser Vorperiode für die Stickstoffaus- 
scheidungen ermittelten Zahlen, so erkennt man, daß bei Hammel 31 
vom dritten, bei Hammel 32 aber sogar schon vom zweiten Tage an 
Gleichmäßigkeit des Stickstoffumsatzes vorhanden war. Da die mit 
den Fäzes ausgeschiedenen Mengen an Gesamt- und an Eiweißstickstoff 
nur ganz unwesentlich von den in der vorhergehenden Periode ohne 
Harnstoffütterung ausgeführten Mengen abweichen, auch das Ver- 
hältnis von Gesamtstickstoff zu Eiweißstickstoff fast das gleiche ist. 
so kann angenommen werden, daß der Stickstoff des Harnstoffs, soweit 
. er nicht etwa im Körper retiniert wird, ausschließlich durch die Nieren 
zur Ausscheidung gelangt. 


Vom 11. Tage an wurde mit der eigentlichen Re begonnen, 
die sich wiederum auf zehn Tage erstreckte. Harngewicht und Stickstoff- 
menge waren während dieser eigentlichen a deen folgende: 

















a: Hammel 31 | Hammel 32 

` . ic e S ti offs 

, Harngewicht a Harngewicht De 
A A A A A wer ` A E en u 
Am 25. V. 1922... . .. 675,0 | 8,6855 . 1061,0 ' 8,476 
„ 26. V. SN e Ae A 858,0 | 8476 ` Harnverluste 
„ 27. V. Se 7213 ' 7,260 | 1054,0 8,568 
», 28. V. A 670,7 6,960 ' 1105,0 8,464 
„ 29, V. o 719,8 7,788 | 1271,0 8,880 
„ 30. V. nn 8224 ' 7,928 ' 1308,4 8,854 
„31V. o..." 959,0 i 8,920 ! 1126,0 8,652 
” LVL o... . 3 10540 8,698 " 989,0 | 8,659 
UV. eses 1001 8,333 1188,0 | 8,73 
>» 3. VI. Ben dE 722,8 ` | 7,720 1170,4 `, 8,906 
Ausgeschieden insgesamt . ı 7972,7 | 80 80, ,768 77 10272,8 | 78,196 


e pro Tag . | 797,8 8,077 | 1027,8 | 8.688 
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Am Schluß dieser Periode, nachdem der Harnstoff den Tieren 
ntzogen worden war, wurde noch an weiteren 10 Tagen der Stickstoff- 
ehalt des Harns sowie derjenige an Gesamt- und Eiweißstickstoff 
m K ote ermittelt. Bezüglich der hierfür gefundenen Werte ist auf 
De nachstehende Tabelle zu verweisen. 





Kot 









Trocken» 
substanzs 
menge 





+ 





ausge» 
schieden 























Hammel 31. 
Am 4. VI. 1922 | 233,21 3,822| 3,680| 693,5| 6,181' 10,003 
„ 65V | 232,9| 3,671: 3,608| 592,2 4,020 8,300 
»” 6. VI E 3,490 | 3,382 | 633,0 | 4,016! 7,506 
A ...| 242,2 | 3,937! 3,772| 628,5 3,716 | 7,653 
»  8.VL JI 230,3} 3,673 | 3,697 | 636,5 | 3,690 | 7,363 
>» 9. VI T 245,1 4,061] 3,986| 576,5| 3,690| 7,751 
„ 10, VI Eu 218,0. 3,015 | 2,979|| 614,4 | 3,745 6,760 
„ 11. VI | 2343, 3,859' 3,683 | o 3,753 | 7,612 
Ausgeschieden insgesamt Je 1877,3 | 29,528 | 28,787 | 4978,6 | 33,42 || 62,938 
a pro Tag " 284,6 | 8,691 il 622,8 | 4,178 || 7,869 
Hammel 32. 

Am AVL 1922 . . . | 247,2 See 3,845 | 758,6 | 6,233 | 10,202 
, 5. VL | 224,0! 3,395 | 3,463 | 820,0 | 3,964 | 7,359 
„ 6. VI 257,4 3,055 | eg 891,0 | 4,290 | 7,945 
„ TVi | 252,2 3,973. 3,866 | 952,0 4,316 | 8,289 
” 8, VI. . 232,4 | 3,436. 3,455 | 763,5 | 4,016 | 7,452 
„ 9 VI 227,6 3,484 | 3,474 | 740,4 | 4,019 | 7,503 
„ 10. VL | 225,9. 3,240 3,204| 829,4 weg 7,239 
„ 11, VI | 202,2] 3, 202,2 | 3310! a0] erao |: cam] 674,0 | 4,027| 7,341 


Ausgeschiedon insgesamt schieden insgesamt | 1868,9 | 28, 1868,9 


28 466 | 28,017 | 6428,9 
sg pro Tag | 283,6 


34,864 kengt heras 63,330 
8,558 | 8,502 | 808,6 


4,858 || 7,916 








Die während der Nachperiode im Harn ausgeschiedenen Stickstoff- 
mengen zeigen, daß nach der Entziehung des Harnstoffs bei beiden 
Versuchstieren der Gehalt an Harnstickstoff sehr schnell sank und 
schon vom dritten Tage an auf eine alsdann nahezu gleichbleibende 
Höhe gelangte. 
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Über die während der eigentlichen Versuchsperiode ausgeschiedenen 
P ormongon gibt die folgende Tabelle Auskunft: 























— "IT, ` Hammlj ` ` ` Hammad% 
EE E ¡ SE 
| =8 j! i , ' Gesamt- K Gesam, 
pn ` 1 SÉ Kt, Let Ren d, | erocken TEE 
frisch .. frisch | 
po e GE e |substanz trocken 
e e a E WIE BEE SEE, u BI EEE BE 
Am 25. V. 1922. . . 22,2 | 503,8 | 46,94 | 236,5 ı 476,4 | 49,18 ; 2343 
„ 26. V. | 23,0 | 458,2 | 47,47 - 217,5 , 470,7 48,20 2269 
e DIN. | 21,3 | 562,0 | 46,07 258,9 481,0 | 48,71 , 2343 
> 28, V. ' 20,3 | 494,0 | 45,14 223,0 457,6 , 49,08 2246 
„ 29, V. 1 19,5 ¡| 517,3 | 43,38 ' 224,4 ' 481,4 | 49,77 ı 239,6 
„ 30, V. ' 19,5 | 569,1 | 44,93 : 255,7 - 550,6 ' 48,96 269,6 
e 31. V. 1 20,0 ' 346,6 | 45,04 . 156,1. 571,3 | 49,62 , 283.5 
„ 1 VI \ 19,3 | 454,6 , 47,14 214,3 497,3 | 49,75 247. 
ZN. | 19,2 | 510,8 , 45,89 ' 234,4 497,7 | 49,87 248. 
AVL 19,0 ' 481,0 , 45,84 220,5 461,4 1 49,44 228,1 
| 
f 


Im Mittel. . | 20,3 | 489,7 | 45,76 | 224,1 | 494,5 | 49,28 2437 
Die SE Fázes enthielten in der Trockensubstanz: 


Organ. ` Rohs |  Nofreie + _ Rohfett | Rohr | Reinasche 











uns. ı protein | Extraktstoffe ' (Atherextrakt) l faser Cu C Ckebe 

BEE Ee EECH ECH De S 
Hammel 3}. .' 86,13 10,31 | 4433 | 293  '2856 13,87 
, A8 |° 8656 1026) 4406 | 279 2945) 13,44 


An Gesamt- und EiweiBstickstoff waren im frischen SE berechnet 
auf wasserfreie Substanz, enthalten: 

Hammel 31: 1,662°%, Gesamt-N = 3,726g und 1,615%, Eiweib-A 
= 3,619 g durchschnittlich pro Tag. 

Hammel 32: 1,610°%, Gesamt-N = 3,924 g und 1,566% EiweiB-N 
= 3,816 g durchschnittlich pro Tag. 

Demgemäß berechnen sich für die einzelnen Nährstoffe folgende Ver- 
dauungswerte: 


| Aae 
| Organ. | Rob» | Rein» 
0 Substanz | protein ` eiweiß. 


Nofreie ` Robfett | a 
Extrakt ' Ger, | Zë 
stoffe ; extrakt) 


SS EEN BE EE EE UA 
Hammel 31. 


Gesamtverzehrw.inPeriodel ! 448,7 ! 42,9 40,1 2293 : 110 ı 165,6 
Im Kot 224,1g Trocken- ` 
Substanz. = 222.2... 1980 128,32) 2261)! 993 | op ou 








aser 











Verdaut . . .: 255,7 |196 |17,5 | 1300 | 44 , 1016 
Hammel 32. 


Gesamtverzehr w. in Periode r: 448,7 | 42,9 | 40,1 
Im Kot 243,7g Trocken- ' | 


substanz . . . . . A 210,9 24 A7 23,81)| 1073 4 67 ' 717 
Verdaut . . . | 237,8 184 ¡163 | 1220 | 43 | 939 


1) Berechnet aus dem Stickstoffgehalt des frischen Mischkotes. 


229,3 | 11,0 | 1658 
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Eine Gegenüberstellung der Stickstoffeinnahmen und -ausgaben ergibt 


ir den Stickstoffumsatz folgende Rechnung: 
| Hammel 31 | Hammel 32 Kern 
A EE — ee 











Einnahmen: | 
26,90 g Wiesenheutrockensubstanz ... . .. | 6,113 6,113 
65,50 g Haferstrohtrockensubstanz . . . . . | 0,745 . 0,745 
10,45g Harnstofftrockensubstanz . . . . . 4851 | 4,851 
Summe der Einnahmen .... | 11,709 . 11,709 
Ausgaben: 
EE EE 3,726 3,924 
„ Harn . E ANO e e Nr 8,077 8,688 
Summe der Ausgaben `... | 11,803 12,612 
In den Einnahmen mehr (-) oder weniger (—) | 
als in den Ausgaben `... | — 009% | — 0,980 


Hiernach hatte sich Hammel 31 annähernd im Stickstoffgleich- 
zwicht befunden, während Hammel 32 auch trotz der Harnstoffütterung 
noch fast 1 g Stickstoff von seiner Körpersubstanz zugesetzt hatte. 
Das gleiche war bei Hammel 32 schon in der vorhergehenden Periode 
der Fall, in welcher das gleiche Grundfutter, aber ohne Zufütterung 
von Harnstoff verabfolgt wurde. Es würde dies also bedeuten, daß 
bei diesem Versuchstiere der zugefütterte Harnstoff so gut wie quanti- 
tativ wieder zur Ausscheidung gelangt ist. 

Da nun bei dem vorliegenden Versuche auch diejenigen Mengen 
Stickstoff bestimmt wurden, welche, aus dem Harnstoff stammend, 
sowohl während der Übergangsfütterung als auch nach Beendigung 
der Harnstoffütterung in den Harn übergingen, so läßt sich eine Stick- 
stofíbilanz noch in der Weise aufstellen, daß man die Summe sämtlicher 
Einnahmen und Ausgaben einander gegenüberstellt, die vom Beginn 
der Harnstoffzufuhr an bis zu dem Zeitpunkt analytisch festgestellt 
worden sind, an welchem wiederum Gleichmäßigkeit der Stickstoff- 
ausscheidung im Harn beobachtet wurde. Eine derartige Berechnung 
bietet in gewisser Hinsicht eine Kontrolle der schon berechneten täg- 
lichen Stickstoffbilanz. 








Hammel 32 











AA a Hammel 31 | 
A EE et ee U nen eren Kä E E PE, E 
Einnahmen: | 
Vom 15. Mai bis 6. Juni, an 23 Tagen im 
Wiesenheu und Haferstroh 23 x 6,858 g N 157,734 157,734 
Vom 15. Mai bis 3. Juni, an 20 Tagen 209,0 g 
Harnstoff mit 6,5 UN ........ 97,331 97,331 





Summe der Einnahmen ` , 255.065 255.065 
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| Hammel 31, Hammel 2 
re og > g 
Ausgaben: | 
Vom 15. Mai bis 6. Juni im Kot insgesamt . 87,970 88,622 
n JB »_» 6 on „ Han „ H 174803 | 184007 
Summe der Ausgaben ..... | 262,773 273,479 
Abgabe vom Körper insgesamt . 2,705 18,411 
pro Tag . ' 0,835 0,801 





Demnach ergibt also auch diese Berechnung, daß die Versuchstiere 
bei einem nur aus Rauhfutter bestehenden Grundfutter sich den Stick- 
stoff des Harnstoffs nicht voll zunutze machen konnten. Wie schon 
angedeutet, scheint bei dem hier verabfolgten Futter, bestehend am 
Wiesenheu und Haferstroh, der Harnstoff zum weitaus größten Teil 
ohne weiteres wieder im Harn zur Ausscheidung gelangt zu sein, was 
aus folgender Überlegung hervorgehen dürfte. Es wurden durchschnitt- 
lich während der eigentlichen Versuchsperiode pro Tag im Ham an 
Stickstoff o 




















| Hammel 31 ' Hammel 2 
SES SE 
Bei einer WEEN Zufuhr von 6, 858 g N im ' | 
Grundfutter + 4,851 g N im Harnstoff : 8,077 8.688 
Bei einer táglichen "Zufuhr von 6 ‚888g im | 
Grundfutter allein . . . 2.2.2 220... 3,915 AA 
Folglich bei Harnstoffzufuhr mehr | 4,162 | 4.551 


Unter der Voraussetzung nun, daß in der Harnstoffperiode di: 
gleiche, aus dem Grundfutter herrührende Stickstoffmenge wie in 
der 1. Periode durch den Harn zur Ausscheidung gelangt sei, müßten 
von Hammel 31 0,689 g und von Hammel 32 0,297 g Stickstoff des 
Harnstoffs retiniert worden sein. Es ist nicht ausgeschlossen, dab 
diese geringen, vielleicht vom Harnstoff herrührenden Stickstoffmengen 
tatsächlich im tierischen Organismus Verwendung gefunden haben. 
Auch W. Völtz!) konnte bei seinen Untersuchungen feststellen, dal 
die Cellulose gleichfalls, wenn auch nur in einem gewissen U mfange. al: 
Ersatz für leicht lósliche und hochverdauliche Kohlehydrate dienen kanı. 
wenn schon dieselbe auch als Baustein für die Synthese des Harnstoff: 
zu Bakterieneiweiß keineswegs als vollwertig angesehen werden darf. 

Wie wir schon dargelegt haben, konnte sich der Versuchshammel 3 
in der 2. Periode mit Harnstoffütterung nahezu in das Stickstoff- 
gleichgewicht setzen, während Hammel 32 fast die gleiche Stickstoff- 
menge von der Körpersubstanz zuschießen mußte, wie in der 1. Periode 
ohne Harnstoffütterung. Vielleicht, daß im ersteren Falle eine beser 


1) Diese Zeitschr. 102, 197, 1920. 
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ismutzung des aus Wiesenheu und Haferstroh bestehenden Grund- 
bters durch die Harnstoffbeifütterung stattgefunden hat. Es ist dies 
der Tat auch der Fall, denn es wurden von Hammel 31 täglich verdaut: 





























Organ. | Rohs | Rein is A Rohs 

Substanz | protein | eiweiB | Stoffe extrakt) faser 

Periode ohne Harnstoff | 255,7g|17,0g]|15,2g]| 127,1g| 4,3g | 993g 
„ mit p 250,3g | 19,6 g | 17,5g| 130,08| 4,4g |1016g 


Die Unterschiede sind zwar nicht sehr erheblich, sie sind jedoch 
2 allen Nährstoffgruppen vorhanden. 

Da die Verhältnisse bei Hammel 32 mehr oder weniger um- 
rekehrt lagen und dieses Tier den im Harnstoff zugeführten Stickstoff 
ast quantitativ im Harn wieder ausgeschieden hatte, so entschlossen 
wir uns, den gleichen Versuch mit Hammel 31 noch einmal zu wieder- 
holen. Harn- und Kotausscheidungen sowie die hierin enthaltenen 
Stickstoffmengen waren folgende: 















Stickstoff. 
menge 


Eiweiß, 
N»Menge 






Datum 


ausges 
schieden 





























Am 20. IX. 1922 . 212,4 | 3,526 | 3,454 | 673,1] 3,923 7,449 
„ 21. IX. . . . | 228,6 | 3,552 3,433 | 626,0 | 4,227 || 7,779 
„ 22. IX. , . . || 215,8 | 3,506 | 3,365 || 1224,0 | 8,616! 12,122 
” 23. IX. 111 259,6 | 4436| 4323| 5780| 7246) 11682 
» 24. IX. 2.1 234,2| 4,051| 3,973|) 728,0 | 7,298 || 11,349 
„ 25. IX. . . . | 268,1] 5,135 | 5,166 | 735,7 | 8,643 | 13,778 
>» 26, IX. . . . || 252,3| 5,227 | 5,105 | 879,7 | 8,608 | 13,835 
o» 27, IX. . 223,5| 4,850 | 4,661| 863,5| 8,339 || 13,189 
PER EEE 1894,4 | 34,283 | 33,480 | 6308,0 56,900 | 91, 91,183. 

, pro Tag 286,8 | 4,285 EL TR 788,5 | 7,118 | 11,898 


Harn 


trocken» 
substanz 





Am 28.IX. 1922 . . | 15,5 | 573,5 | 42,88 | 245,9 | 853,9 | 7,497 
„ 29, IX. .. . | 16,5 | 530,0 | 44,19 | 234,2 | 936,2 | 7,435 
„ 30. IX. . | 16,4 | 497,2| 46,26 | 230.01 931,1] 6,850 
S LK. | 16,6 || 505,2 | 42,97 | 217,1: 1017,7| 7,515 
„ 2X. S 475,0 | 46,06 | 218,8 757,8 | 8,597 
SEX 16,7 | 472,0 | 46,02 | 217,2 864,0 | 8,584 
„ax. 16,8 | 441,7 | 49,74 | 219,7 || 691,8 | 5,150 
” EX. — | 4546| 4987 | 2267| 7949| 8.059 
» 6X 17,1 || 428,8 | 49,07 | 210,4 | 803,0 | 7,808 
WE? 16,7 || 473,1 | 53,94 | 255,2 | 1053,0 | 8,685 
Ausgeschieden insgesamt | | 4851,1 2275,2| 8703,4 | 76,180 

8 pro Tag | 16,4 | 485,1 | 46,90 | 2275 | 870,8! 7,618 








- Biochemische Zeitschrift Band 138. 31 
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In der sich hieran anschließenden Nachperiode, in welcher kein Harnstcä 
mehr zugefüttert wurde, gestalteten sich die Stickstoffausscheidungen im 
Harn und Kot folgendermaßen: 



































| Kot |" Ham An Ge 
een SA EE 
im Kot a 
Datum Gesamt: | Eiweiß» M Stickstoff- Hara 
NsMenge N«Menge | enge | menge Auge 
| | i 
e Ga Ge A E 
ee ee DEIN IE ir KSE KOR? A Gegen | 
Am 8.X. 1922... | 220,0 | 3,537 | 3,447 , 823,8 5,620 9,155 
„ 9X. o. «| 217,3] 4,333 | 4,209 ' 757,1: 3,133 8,066 
„ 10.x. | 245,0 4,645 | 4,472 | 763,5 3,591 8,236 
ée, TX | 236,3 3,410, 3,286: 595,6 3,655 7,06 
e, AE | 265,01 3,981 Al) 768,2' 3,621 7,602 
~ 13,X. . | 248,9 | 3,622 | 3,5691 881,0: 3,572 7,19 
„ 14x. .|| 228,6 | 4,548 | 4,486 | 1038,9 4,104 8,652 
1X 2... 246,9 | 4,767 | 4,586, 674,4 3,992 8,759 
a | 1908,0 | 32,843 | 31, 516 i 6302,5 | 31, 888 64,731 
ñ pro Tag | a "ue 8,940 | 787,8 | 8,986 8,091 


Die prozentische Zusammensetzung des Darmkotes war in der Trocken- 
substanz folgende: 


Organische Substanz . . . .. 2.2... 86,29 
Rohprotein . . ..... ra ds . 11,46 
N-freie Extraktstoffe . . . . . . . . . 43,31 
Rohfett (Ätherextrakt) . . . . 2 . . . 2,93 
Rohfaser . . . . 2 2 2 2 2 2 2 2 0. 28,59 
Reinasche, C- und CO,-frei. . . . . . 13,71 


An Stickstoff enthielt auf wasserfreier Substanz berechnet der frische 
Mischkot: | 
Gesamt-N. . . . . . . 1,772% 4,031 g 
Eiweiß-N . . . . . , . 1,750% 3,981 g 


Mit Hilfe aller hier wiedergegebenen Daten berechnet sich dann die 
Verdaulichkeit des. verzehrten Futters in der nachstehend angegebenen 
Weise: 








EEE 
1 SS | $ z | N»freie [Robfettí © 
| E a | Y  ¡Extrakts| (Äther | 2 
| pa a1 g | 3 stoffe extrakt)| ¿ 
ESA Ge e 
A E | e I o g 











Futterverzehr wie in Periode 1. ' 448,7. | 42,9 40,1 SH 11,0 | 1656 
An Kottrockensubstanz ausge- | | | 


schieden 227,5 SER IRT | 196,3 | 








25.21)! 24.91) 98,5 6,7 | 650 
Verdaut ..... i 252,4117,7 ¡152 | 130,8] 4,3 | 1006 


1) Berechnet aus den Stickstoffzahlen des frischen Kotes. 
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Fúr die Stickstoffbildung ergibt sich dann folgende Berechnung: 


Einnahmen: 
326,90 g Wiesenheutrockensubstanz enthalten 6,113g N 
165,50 g Haferstrohtrockensubstanz a 0,745g N 
10,45 g Harnstofftrockensubstanz Tu 4,851 g N 
Summe der Einnahmen . . . 11,709g N 
Ausgaben 

Im. Kot aoee 2 28 A % 4,031g N 

Im Harn ome e NC 7,618 g N) 11,649 g N 


Summe der Ausgaben . . 11,649 g N 


In den Einnahmen mehr (+) oder weniger 
(—) als in den Ausgaben. . . . .. . . + +0,060 g N 


Wir kommen also zu dem gleichen Resultat wie bei dem ersten 
Versuch, in welchem bei diesem Versuchstiere ein tägliches Stickstoff- 
minus von 0,094 g N vorhanden war, während in der vorliegenden 
Versuchsreihe ein ganz geringer Stickstoffansatz stattgefunden hat, 
nämlich 0,060 g N. Die Unterschiede sind so gering, daß man wohl 
sagen kann, die beiden mit Hammel 31 ausgeführten Versuchsreihen 
haben absolut zu dem gleichen Ergebnis geführt. Hammel 31 konnte 
sich also trotz der nur aus Rauhfutter bestehenden Grundration infolge 
der Harnstoffbeifütterung ins Stickstoffgleichgewicht setzen. Wenn 
dieses bei dem anderen Versuchstiere nicht der Fall war, dasselbe den 
verfütterten Harnstoff vielmehr fast quantitativ im Harn wieder aus- 
schied, so mag hier die Individualität des einzelnen Tieres nicht ohne 
Einfluß sein. Daß aber bei Hammel 31 tatsächlich eine Verwertung 
des Stickstoffs vom Harnstoff stattgefunden haben muß, hierfür läßt 
sich auch noch auf andere Weise der Beweis erbringen, sofern man 
annimmt, daß in der Periode mit Harnstoffzufütterung die im Harn 
ausgeschiedene und vom Grundfutter herrührende Stickstoffmenge die 
gleiche ist wie in demjenigen Versuchsabschnitt, in welchem nur Wiesen- 
heu und Haferstroh verfüttert wurde. Es wurden durchschnittlich 
pro Tag bei Harnstoffütterung 7,618g N ausgeschieden, bei Verab- 
folgung des reinen Grundfutters dagegen nur 3,915g N. Von den 
täglich durch die Harnstoffverfütterung zugeführten 4,851 g N wurden 
also nur 3,703 g N wieder ausgeschieden. Demnach mußten 1,148 g N 
retiniert worden sein. Das ist aber fast genau die gleiche Stickstoff- 
menge, welche das Versuchstier in der ersten Periode bei der reinen 
Wiesenheu-Haferstrohfütterung täglich von der Körpersubstanz zu- 
schießen mußt2, nämlich 1,203g N. Es kann hiernach keinem Zweifel 
unterliegen, daß zum mindesten bei diesem Versuchstiere selbst bei 
einer Verabfolgung von nur aus Rauhfutter bestehenden Ration der 
Stickstoff des Harnstoffs eiweißersetzend bzw. eiweißersparend gewirkt 


31* 
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haben muß. Ob dies vielleicht auf indirektem Wege geschehen ist. 
indem die Zufütterung von Harnstoff eine bessere Auflösung der Bach, 
futterstoffe und hierdurch bedingt eine bessere Ausnutzung der im 
Heu und Stroh enthaltenen Proteinstoffe bedingt hat, soll hier zunächst 
nicht weiter erörtert werden. 

Im allgemeinen wird man also aus den bisherigen Untersuchungen 
folgern können, daß die Cellulose als Baustein für die Synthese de: 
Harnstofís zu Bakterieneiweiß hierzu unter gewissen Umständen be. 
fähigt sein mag, daß ihr aber eine Vollwertigkeit im Sinne von reinen 
Kohlehydraten unter keinen Umständen zukommen dürfte. 


Die günstige Wirkung, welche die stickstoffhaltigen Verbindungen 
nichteiweißartiger Natur und demgemäß auch der Harnstoff auf den 
Stickstoffansatz bei Wiederkäuern ausüben können, soll jedoch im 
allgemeinen zur Voraussetzung haben, daß das verabreichte Futter 
reich an leicht löslichen und hochverdaulichen Kohlehydraten ist. E: 
erschien daher notwendig, die Frage des Stickstoffumsatzes bei Ham. 
stoffütterung auch unter diesem Gesichtspunkt weiter zu verfolgen. 


3. Periode. In diesem Versuchsabschnitt sollten die Hammel neben 
dem bisherigen Grundfutter noch kohlehydratreiche Futterstoffe zugelegt 
erhalten. Da reine Kartoffelstärke und Rohzucker ungern aufgenommen 
wurden, so wählten wir ein Gemisch von 60 g Maisschrot und 90 g Kartoife- 
stärkemehl. Im übrigen wurde wie in den vorhergehenden Perioden ver- 
fahren. Nach einer mehrwöchigen vorbereitenden Fütterung wurden 
Harn und Kot quantitativ gesammelt. Die Untersuchungen des Harns 
ergab folgende Zahlen: 


Hammel 3 Hammel 32 
Zn TS ag Stickstoff; 

















menge Harnmenge | menge 
I toas Se E EHEN: E HERE 
Am 6.VIL 1922... . | 5560 | 2,386 | 764,0 | 2,999 
o "SET o... 590,2 | 2,523 | 803,9 j` 3,004 
„o 8. VII. co | 562,7 2,774 731,0 | 9,921 
” 9. VIL ee i 457,6 2,684 782,0 | 2,562 
„ 10. VII ... . j 525,2 2,869 | 156,2 | 2,882 
„ 11. VIT DE , 539,0 2,998 | 733,8 2,835 
„ 12. VII. o. «+. i 520,1 3,028 | 752,9 2,895 
„ 13. VII. EE , 621,4 | 2,862 ¡ 579,5 2,900 
„ 14. VII. e lo 282840 2,655 | 588,0 2,662 
„ 15, VII | 666,8 3,002 | 641,0 | 2,49 
Ausgeschieden insgesamt . | 5567,0 | 27,781 | 7132,3 | 28,472 

| 





2,778 718,2 . 284 


33 


pro Tag. . ` 956,7 
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Uber die Kotausscheidungen gibt die nachfolgende Zusammenstellung 















Substanz 


Auskunft: 
nn o l Em Hammel 3 | Hammel 32 
= ¿ Gesamt» 
Datum | 5 3 eat K ! trocken» A 
i 2 | substanz | trocken» 








| 

Am 6. VIL 1922. d 21,0 Ä 51,30 | 308,1 
Së 7. VII. . . 20,0 45,44 | 255,4 
>> 8. VIL . | 20,3 46,75 | 263,2 
9. VIL . . l 19,2 48,63 | 238,8 
>» LO. VII : | 18,3 | 46,90 | 256,1 
»» 11. VII LU 18,3 37,58 | 46,24 | 264,4 
>», Lë vU ‚.| 17,8 || 855,9 | 30,46 45,29 | 265,1 
>, 13. VIL . . 1 17,2 || 788,4 | 32,39 47,08 | 246,3 
>» 14. VII. fe | 17,2 || 874,4 | 27,12 45,38 | 247,6 
» 15. VIL , . || 17,8 | 807,8 | 35,64 | 287,9 || 646,4 , 43,91 | 283,8 
Im Mittel. .| 18,7 || 758,4 | 35,17 | 266,7 || 563,5 | 46,65 | 262,9 

a Der frische Mischkot enthielt in der Trockensubstanz: 


Hammel 31: 1,772% Gesamt-N = 4,726 g und 1,741 % Eiweiß-N 
== 4,643 g durchschnittlich pro Tag. 

Hammel 32: 1,800% Gesamt-N = 4,732 g und 1,758 % Eiweiß-N 
= 4,622 g durchschnittlich pro Tag. 

Die verdauten Náhrstoffmengen waren in dieser Periode folgende: 











| 
| 
































— 
Iss gls 
ED 5 
' RS A. 9 E 
MA 3 
| 0” 2% e e 
EE E e Ee 
Grundfutter (Wiesenheu u. Hafer- | 
stroh wie in Periode 1). . . . (448,7 | 42,9 |40,1 |229,3 | 11,0 | 165,6 
#0 g Maisschrot = 51,9 g Trocken- 
substenz o ¡510 | 54 | 51 | 420| 26| 12 
90 g Kartoffelstärkemehl = 79,5g 
Trockensubstanz . ...... | 793 | 04 | 04 | 789| — | — 
Gesamtverzehr. . . | 579,0 | 48,7 |45,6 |350,2 | 13,6 | 166,8 
Hammel 31 scheidet aus: 266,7 g 
Kottrockensubstanz ..... 232,4 | 29,51) | 20011. 108,7 | 11,8 | 81,3 
Verlust ing.... | 346,6 19,2 |16,6 |241,5 | 1,8 | 85,5 
0 


el ui 599] 394| 36,4) 69,0 13,2) 513 
Hammel 32 verz. wie Hammel 31 |! 579,0 |48,7 |45,6 |350,2 | 13,6 | 166,8 
» 32 scheidet aus: 262,9 g | 








Kottrockensubstanz . . . . . 229,8 | 29,6*)| 28,91) | 112,7 | 10,7 | 76,2 
Verdaut ing... . [3492 ' 191 | 16,7 |2375 | 2,9 90,6 

R De EE 60,3) 39,2, 36,61 67,8| 213l 54,3 

Im Mittel beider Tiere... .. . | 60,1 | 898 | 865 | 684 | 17,8 | 52,8 











1) Unter Zugrundelegung der im frischen Kot ermittelten Werte. 
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Die Fázes enthielten in der Trockensubstanz: 





Hammel 32 . | 


N Organische Nosfreie | Rohfett | Nofreie | Robfett | | Reinasche Pepe 

E Substanz | Rohprotein 3 aa pa | Robfaser | AT 

ee un E Dh | h oo | Pisa _ 

EE er... 
Hammel 31 . | 87,13 e 11,44 40,76 444 | 30,49 12,87 

| 87,41 11,50 42,89 u 4,05 | 2397 ' 12,59 


Der Umsatz an Stickstoff in dieser Periode ergibt sich nun aus folgender 























Einneknien Trockensubstanzmenge | Stickstoffmenge 
SE A EI E A eis, ies Ne A GER 
400 g Wiesenhu . . ...... 326,9 | 6,113 
200 e Haferstroh . ....... i 165,5 | 0,745 
60g Maisschrot . ....... \ 51,9 | 0,856 
90 g Kartoffelstärkemehl . . .  m6 | 0m2? 
Summe der Einnahmen . : 623,8 | 7,786 
A A 
Ausgaben ` Hammel 31 Hammel 32 
. 
Im Kot . 2. 2222222... ' 4,7268 N 4,132g N 
a u. rd V 2,1788 N 2,847 g N 
Summe der Ausgaben . | 7,504g N | 7,579 g N 
In den Einnahmen mehr (+) oder 
weniger (—) als in den Ausgaben — 0,282 g — 0,207 g 


Also auch in dieser Periode vermochten sich die beiden Versuchstiere 
nicht vollkommen in das Stickstoffgleichgewicht zu setzen, sondern mußten 
wiederum noch geringe Stickstoffmengen von ihrer Körpersubstanz zusetzen. 


4. Periode. In diesem Versuchsabschnitt wurde das gleiche Futter wie 
in der vorhergehenden Periode verabfolgt, aber pro Kopf und Tag 10,5 g 
Harnstoff zugelegt. Letzterer wurde zusammen mit den Maisschrot- 
Kartoffelstärkemehlgemisch immer täglich in drei abgewogenen Portionen 
zu jeder Mahlzeit verabfolgt. Wie in der 2. Periode, so wurden auch in diesem 
Versuch die täglichen Stickstoffausscheidungen im Harn und Kot während 
der zehntägigen Übergangsfütterung bestimmt, ebenso wie diejenigen 
Stickstoffmengen, welche, aus dem Harnstoff stammend, noch nach Be- 
endigung des eigentlichen Versuchsabschnittes in den Harn bzw. in den Kot 
übergingen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen während der Vor- 
fütterung sind in der nachstehenden Tabelle enthalten: 
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© Harm | An Ges 
aper teg Deeg Deg 
Datum i SS Gesamt- | Eiweiß. | ge Stickstoff re 
menge N»Menge een menge l Berg 
Hammel 31. 

Arm 16. VII. 1922. . .|| 251,8] 4,502| 4,449! 690,2 | 4,506! 9,008 
Se 17. VII. . . . | 246,7| 4,751 | 4,554, 730,0 | 5,174|| 9,925 
>> 18. VIL - -|| 234,1] 4,233| 4,263| 709,4 | 6,514 | 10,747 
»> 19. VIL . . . | 238,6| 4,605 | 4,545 | 739,0| 6,704' 11,309 
>» 20. VIIL. . . . | 250,5 | 4,592| 4,569|| 505,4 | 6,704' 11,296 
>» 21. VIL . . .[ 244,0 | 4,699 | 4,699 || 444,0 | 5,991 | 10,690 
>» 22, VII. . . . || 2245| 4,131; 3,900 | 547,0| 6,112 || 10,243 
as 23. VII. 310,3 | 3,829 | 3,240 | 464,0 | 6,213 || 10,042 
Dengschter ingame 2000,5. Sch 34,219 || 4829,0 | 47,918 | 83,260 

a pro Tag .!| 250,1 | 4,418 | 4,277 | | 10,408 
Hammel 32. 

Am 16. VII. 1922. . ., 247,6: 4,677| 4,558 | 650,4 | 4,120 | 8,797 
„> 17. VIO. | 264,5 | 4,991 | 4,793 || 734,0 | 5,093 ! 10,084 
»> 18. VII 2." 240,4 | 4,354 | 4,296 | 631,2 | 6,337 | 10,691 
»» 19. VII. . . «| 271,3] 4,780| 4,794| 824,1 7,327 | 12, 107 
»» 20. VII. . . .1 257,21 4,771 | 4,550 | 738,0 | 6,481 | 11,252 
»» 21. VII. 2.1 263,1 | 4,725| 4,633! 825,0 | 6,301 | 11,026 
»» 22. VII. + « -| 268,9 | 4,267) 4,287 | 745,2 | 6,458 | 10,722 
»» 23. VII. es: 236,9 | 1 3,693 | 3,471 | 657,0 6,540 | 10, 233 
EE 2039,9 | 36,258 | 35,382 ' 5805,1 | 48,657 | 84,912 

Ge pro Tag .| 255,0 | 4,582 | 4,428 725,6 | -6,082 | 10,614 








In der eigentlichen Versuchsperiode waren Harnmengen sowie die in 
denselben enthaltenen Stickstoffmengen folgende: 

















` Hammel 3l Hammel 32 
Harnmenge ag Harnmenge S Food 
] -B A rn B au WE SE A ee 
Am 24. VII. 1922 man | 6000 | 635,6 | 6,671 
„ 25. VII. "IT 5531 | 6,217 | 753,0 6,645 
„ 26. VII. | 5314 6,841 885,3 6,955 
„ 27. VII. DaRi 548,2 6,887 ¡ 843,8 6,841 
„ 28. VIL 1 682,7 6,789 : 890,2 7,416 
„ 29. VII. o... 1 549,8 6,706 | 1020,6 6,824 
vn 30. VII. .. . . | 633,1 ' 6,942 ¡ 866,1 6,601 
„ 31. VII. o... 601,6 6,775 878,0 6,532 
„ LVL co... 620,9 6,017 ' 864,6 7,129 
„ 2 VII. , . . 11 598,9 6,252 | 760,0 | 6,661 ` 
Ausgeschieden insgesamt . | 5791,7 65,423 | 8397,2 | 68,275 
E pro Tag. . | 579,2 6,542 | 889,7 | 6,828 


In einer nur mit Hammel 32 durchgefiihrten Nachperiode, in welcher 
die Stickstoffausscheidung der vorhergegangenen Hauptperiode mit Harn- 
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stoffütterung nunmehr auch nach Weglassung der letzteren noch weiter 
verfolgt wurde, ergaben sich für die TEN im Harn 
und Kot folgende Zahlen: 




















i Kot \ Harn An Ge 

(EDER En cai Se ne Dm 
Trock EE Gë im Kot x. 

Datum | Trocken, Gesamt: | Eiweiß. | Menge Stickstoff« Harn 

` menge N+Menge | N«Menge || g | menge ` Surge- 

l | | 

Se EE ne ne Ne N En 28 See E u ZUR e 
Am 3. VIII. 1922. . . | 272,0! 4,140| 3,911! 642,4 | 4.3161 8,456 
„ 4 VID. . . -| 257,9| 4,413 | 4,518' 630,0 | 3,793" 8,206 
„ 5. VII. . . . Ü 263,7 | 5,079 | 4,728|| 616,6 | 3,2441 8,323 
„ 6. VIII. . . . 1 216,5 | 3,979 | 3,975 556,6 | 2,7731 6,752 
„ 7. VIII. 2.1 257,5 | 4,382 | 4,339 | 616,3 | 3,070 7,452 
„ 8. VII. Zn 270,0) 4,914 | 4,736|| 567,3 | 3,244, 8,158 
„ 9 VIII. .: 265,6, 4,858 | 4,669 | 721,0 | 2,939, 7,794 
era 1803,2 | 31,765 | 30,696 |: 4350,2 | 23,379 55,141 
a pro Tag . | 257,6 | 4,588 | 4,885 | 621,5 | 8,840 7,877 





Bezüglich der Kotausscheidungen während des eigentlichen Versuchs- 
abschnittes dieser Periode ist auf die folgende Zusammenstellung zu ver- 
weisen: 











0 l Hammel 31 S Hammel 32 
ECH — 
, AR | e! Gesamt 
1 5E | kos E Kot- | Weg 
Datum i 5 E i en trocken» A Ge trocken» ned 

| So substanz | trocken« ; Í substanz | trocken. 
1 a substanz' substanz 
| 

AI A A A A Se N Ze Are 








Am 24. VII. 1922. | 20,0 || 798,1 | 33,07 | 263,9 |; 543,8 | 44,72 | 243,2 
„ 25. VII. 19,0 | 879,6 | 27,07 | 238,1 | 545,8 | 46,99 |, 256,5 
„ 26, VII. ` 17,8 | 850,9 | 31,12 | 264,8 | 591,2 | 46,28 | 273,6 
„ 27. VII. 17,0 | 878,9 | 27,07 | 237,9 || 563,6 | 46,33 | 261,1 
„ 28. VII. d 16,9 || 637,6 | 30,51 | 194,5 | 540,8 | 48,24 | 260,9 
„ 29. VII. . y 17,2 | 918,6 | 27,07 | 248,7 | 551,4 | 47,62 | 262,6 
„ 30. VII. | 17,5 | 735,2 | 28,65 | 210,6 | 545,0 | 47,27 | 257, 
„ 31. VII. | 18,3 .. 742,6 29,07 | 215,9 || 622,0 | 44,21 . 275,0 
„ LVIII 118,5 755,7 | 29,87 ' 225,7 ! 633,0 | 43,57 ı 275,8 
„ 2 VIIL | 19,0 | 688,2 | 42,85 ı 293,1 , 574,4 | 35,87 ` 148,6 

Im Mittel. . || 18,1 | 788,5 | 30,35 | 289,8 | 571,1 | 44,02 | 251,1 


Der Stickstoffgehalt des frischen Mischkotes betrug auf Trocken- 
substanz berechnet: 

Hammel 31: 1,796% Gesamt-N = 4,298 g und 1,743% Eiweiß-N 
= 4,171 g durchschnitlitch pro Tag. 

Hammel 32: 1,567% Gesamt-N = 3,934 g und 1,502% Eiweiß-N 
= 3,776 g durchschnittlich pro Tag. 
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Die Verdaulichkeit des verabfolgten Futters berechnet sich wie folgt: 








| i 
H 


SÉ 
Substanz 
Rohprotein 


Nsfreie | Rohfett 
Extrakt»: (Ather- 


stoffe | extrakt); 


| 





Reineiweiß 





Rohfaser 











Gessamtverzehr wie in Periode 3. 3 45,6 |350,2 | 13,6 | 166,8 
Hammel 31 scheidet aus: 239,3 g | 
aZ . . . . . [208,6 ¡ 26,9*)|26,1*)|103,8 | 7,6 








| 579,0 | 48,7 





P ottrockensubstanz | 72,1 


Verdaut ing... . 1370,4 |21,8 |195 |2464 | 60 |j94,7 
D... | 640| 448 428 704) 441| 56,8 
Hammel 32 verz. wie Hammel 31 579,0 |48,7 |45,6 |350,2 |13, 6 |166 8 

















32 scheidet aus. 251,4 g 


K ottrockensubstanz . . . .. 218,4 | 24,61)|23,6?!)| 107,3 | 8,3 77,0 
Verdaut in g i | 360,6 | 24,1 |220 2429| 53 | 898 

02, 492, 482 69,4! 39.01 53,8 
Im Mittel beillet Tiere | 68,2 |47,0 |45,5 |699 [416 | 558 











Die prozentische io der in dieser Periode ausge- 
schiedenen Fäzes war folgende (in der erh 


Organ. Rohs Nefreie Roh T Remische: j 

Substanz ' protein | Extraktstoffe Déeg faser Cu. GC 
o a Zë | Me | ONE _ 

Hammel 31. . 1 87,17 | 10,54 43,36 3,16 30,11 1283 


Se 32. . | 86,88 | 10,23 42,67 3,33 30,65 13,12 


Die Versuchstiere hatten wáhrend dieser EE táglich im Futter 
aufgenommen: 








im Wiesenheu . . ... . . . . > 6,113g Stickstoff 
vn Haferstroh . . . . . 2... . . 0,745g = 
„ Maisschrot . . . .... . . . 0,856 g AS 
„ Stárkemehl. ......... 0,072 g an 
„ Harnstoff . . . 2.2 a. . . 4,851g Ss 





Zusammen. . 12,637 g Stickstoff 


Stellt man diesen Zahlen die Ausgaben an Stickstoff gegenüber, so 
ergibt sich für den Umsatz und Ansatz an Stickstoff: 


Hammel 31 Hammel 32 
Einnahmen ....... 12,637 g 12,637 g 
Ausgaben: 
im Kot. . . 4,298 g im Kot . . . 3,934 g | 
im Harn GC E 65425 | 10 840 g im Ham .. 6,828 g 10,762 g 
Angesetzt: + 1,797 g N + 1,8758 N 


Es kann hiernach also gar kein Zweifel darüber bestehen, daß der 
Harnstoff bei eiweißarmer, aber kohlehydratreicher Nahrung beim Wieder- 
käuer den Eriweißansatz befördert. 


1) Berechnet auf Grund der im frischen Mischkot gefundenen Stickstoff- 
werte. - | 
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Um nun die Wirkung des Harnstoffs auf den Stickstoffansatz auch noch 
in anderer Weise zum Ausdruck bringen zu können, haben wir die Einnahmer 
und Ausgaben während des Zeitraumes von Beginn der Harnstoffütterung 
an bis zur vollständigen Ausscheidung des in dieser Form zugeführten Stick- 
stoffs zusammengestellt. Diese Untersuchungen sind jedoch, wie oben schon 
erwähnt, nur mit dem Versuchshammel 32 zur Durchführung gelangt, 
da hierfür das ausgewogene Futter nur für ein Versuchstier zulangte. Wie 
aus der Nachperiode hervorgeht, muß angenommen werden, daß bereits 
4 Tage nach Aufhören der Harnstoffverfütterung sich wieder Stickstoff- 
gleichgewicht eingestellt hat, so daß sich unter Zurechnung von 4 Tagen der 
Nachperiode folgende Aufstellung ergeben würde: 


Vom 16. Juli bis 2. August 1922: 


Grundfutter + Harnstoff mit 12,637g N. . 227,466g N 
Vom 3. bis 6. August 1922: 
Grundfutter ohne Harnstoff mit 7,786g N. . 31,144g N 


Summe der Einnahmen . . 258,610 g N 
Vom 16. Juli bis 6. August 1922: 





im Kote . . . 83,209g N 
„ Ham... 131,0638g N 
Sumune der Ausgaben. . 214,272g N. . 214,272g N 
Demnach angesetzt in 22 Tagen 44,338 g N 
pro Tag.. . 2,017 g N 


Also auch auf diese Weise berechnet, ergibt sich ein fast ganz gleicher 
Stickstoffansatz, als wenn man nur die Stickstoffeinnahmen und -ausgaben 
während der eigentlichen zehntágigen Versuchsperiode zugrunde legt. 

Wenn man ferner die in Periode 3 und 4 vom Futter verdauten 
Nährstoffmengen berücksichtigt, so ergibt sich weiterhin, daß die Bea- 
fütterung von Harnstoff auch die Verdaulichkeit des Gesamtfutters günstig 
beeinflußt hat. Im Durchschnitt der in ihren Ergebnissen nahe überein- 
stimmenden Versuche waren täglich verdaut worden: 











o| gj g 
| E E | 2 | 5 | Nofreic Rohfett ; 
SS  & | E Extrakt (Ather| £ 
22 S S stoffe ¡extrakt) “= 
e | x % i | | x 
A SR CE e r Se E EN, B _B d PA 
3. Periode... | 347,9 19,11 16,6 | 2395| 2,3) 880 
4. Periode 2.22.20... 3655 230| 20.8 2447) 57 %23 
Also bei Harnstoffütterung mehr | | | 
(+) oder weniger (—). . . . +176 +89 +42 +52 +84 +43 


Es muß daher angenommen werden, daß in der 3. Periode durch die 
Zufütterung des kohlehydratreichen, aber proteinarmen Maisschret- 
Kartoffelstärkemehlgemisches eine Verdauungsdepression eingetreten ist, 
wie sie ja in solchen Fällen immer erfahrungsgemäß beobachtet wird, und 
daß dann diese Depression durch die Beifütterung von Harnstoff wieder 
aufgehoben wurde. Hierfür spricht auch der Umstand, daß in der 3. Periode 
im Kot unverdaute Stärke nachgewiesen werden konnte, was inder 
4. Periode nicht der Fall war. Wie übrigens die obige Berechnung ag, 
erstreckt sich der günstige Einfluß der Harnstoffzufütterung nicht etwa nu! 
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uf die Kohlehydrate, sondern ausnahmslos auch auf alle anderen Nähr- 
toffe. Eine Tatsache, die in der Weise zu erklären ist, daß mit dem Harn- 
toff den Mikroorganismen des Verdauungskanals eine geeignete Stickstoff- 
uelle zugeführt wurde und infolgedessen eine erhebliche Vermehrung und 
esteigerte Tätigkeit der gesamten Bakterienflora des Magen-Darmkanals 
tattgefunden hat. 


Überblickt man noch die in den bisher erwähnten vier Versuchs- 
bschnitten abgesonderten Harnvolumen, so gewinnt es den Anschein, als 
b der zugefütterte Harnstoff dann eine diuretische Wirkung ausübt, wenn 
r wie in der zweiten Periode zum größten Teile direkt im Harn wieder zur 
usscheidung gelangt. So ergeben sich als tägliche Mittelwerte für die vier 
isher beschriebenen Versuchsperioden folgende Zahlen: 


Hammel 31 Hamınel 32 


. Periode (Heu + Stroh). . . . 2. 2.2 2222200 578,5g 829,1g 
dë („ + „ +Harnmstoff) ........ 797,38 1027,3g 
df ( „ + » —+Maisschrot-Stárkemehl) . . 556,7g 713,28 
ZE („+ p + 3 + Harnstoff) 579,28 839,7 g 


Es ist also in der zweiten Periode, in welcher neben Heu und Stroh 
darnstoff verfüttert wurde, bei beiden Versuchstieren eine nicht unerhebliche 
Vermehrung des Harnvolumens eingetreten, während in den drei übrigen 
Perioden die ausgeschiedenen Harnmengen innerhalb eines jeden Versuchs- 
Jeres eine ziemliche Konstanz zeigen. 


Aus der 1. Periode, in welcher nur ein zu zwei Dritteln aus geringem 
Wiesenheu und zu einem Drittel aus Haferstroh bestehendes Futter verabfolgt 
wurde, geht hervor, daß hier in bezug auf die Stickstoffzufuhr eine Unter- 
ernährung stattgefunden hatte, denn beide Versuchstiere mußten von ihrer 
stickstoffhaltigen Körpersubstanz zuschießen. Auch in der 2. Periode, in 
welcher dem obigen Grundfutter noch Stickstoff in Form von Harnstoff 
zugelegt wurde, war, wenigstens bei dem einen Versuchstier, immer noch 
eine negative Stickstoffbilanz vorhanden. Ein Beweis also dafür, daß 
Harnstoff, in Gemeinschaft mit vorwiegend cellulosehaltigen Futterstoffen 
verabfolgt, nicht immer imstande ist, an Stelle des Nahrungseiweißes zu 
treten, bzw. daß dies nur in ganz beschränktem Umfange möglich ist. 
Dagegen geht aus der 4. Periode, in welcher neben Heu. Stroh und Harnstoff 
auch noch kohlehydratreiche Futterstoffe wie Maisschrot und Kartoffel- 
stärkemehl verfüttert wurden, hervor, daß hier der Stickstoff des Harnstoffs 
zweifelsohne in einem gewissen Umfange für die Erhaltung des Körper- 
bestandes an Eiweiß in Anspruch genommen wurde. Um nun festzustellen, 
wie sich unter gleichen Bedingungen der Stickstoffumsatz und -ansatz bei 
Verabfolgung von Eiweißstoffen verhält, wurden noch zwei weitere Ver- 
gleichsperioden mit Caseinzulagen an Stelle des Harnstoffs angeschlossen. 


ð. Periode. Die beiden Versuchshammel erhielten das gleiche Futter 
wie in der 1. Periode. Außerdem pro Kopf und Tag 44,11g Casein mit 
88,00%, = 38,82 g Trockensubstanz entsprechend 4,829 g Stickstoff. Es 
wurde also mit dem Casein fast absolut die gleiche Stickstoffmenge zugeführt, 
me in den Harnstoffperioden (4,851 g N). Auch in dieser Periode wurde der 
Stickstoffumsatz nicht nur während der eigentlichen Versuchsfütterung ver- 
folgt, sondern ebenfalls in der neuntägigen Übergangsfütterung sowie in 
einer Nachperiode, nachdem, eine Beifütterung von Casein nicht mehr 


482 F. Honcamp u. E. Schneller 





stattfand. Die in der Vorperiode oder Übergangsfütterung gewonvon 





Zahlen finden sich in der nachstehenden Tabelle zusamme t. 
Kat Ham da 
A , — — Lan EE 
| m kr 


EEN a | d 
Datum substanti Gesamt | Eiweiß Menge | 


N:Men E ı N:Men e' : 
! menge | & g | ei 
ap A: A IE E A Ee BE A A AN A 


ia it A a o E E I Se E 


Hammel 31. 





















Am 16. VIII. 1922. . " 210,0| 3,547 | 3,442; 939,8| 4,428 7% 
„ 17. VIII. . . } 215,1) 3,850 | 3,751: 863,0! 5,284 94 
„ 18. VIII. . . |! 208,0] 3,615 | 3,535 | 828,4 | 5,738 2.33 
„ 19. VIII. . . 1 233,1; 4,293 | 4,217 975,6 6,013 10,3% 
„ 20, VIII . . 1 247,01 5,017| 4,922! 683,8| 5,598 16.61: 
„ 21. VIIL . . | 293,2; 5,056 | 4,869 643,6| 6,462. 11.51 
„ 22. VIII. . . | 227,9, 4,484 | 4,248 , 1064| 6,725 11,2% 
„ 23. VII. . . | 273,4) 4,570 | 4,437: 750,0! 7,076 12,8 
„ 24. VII. ` 231,8| 4,138 | 4,006. | 842,4 | 7,275: 11,413 
Ausgeschioden insgesamt 2139,5 | 38,570 | 37,427 | 7292,0 | 54,591 94,54 

= pro Tag . 4,158 | 810,2 | 6,066. 10,58 

Hammel 32. 

Am 16. VII. 1922 . .!; 204,5: 3,389; 3,353 924,0) 4,290 "E 
„ 17. VII. . . | 225,6 ' 3,733 3,658 , 1118,0! 5,385 9,118 
„ 18. VII. 217,7. 3,680 | 3,582 1596,2! 6,008 9,68 
„ 19. VIII. 208,7 | 3,521) 3,429, 1610,2) 6,065 . 9,5% 
„ 20. VII. ` 1) 228,0: 3,215 | 3,165, 1450, 6] 5,873 9.08 
„ 21. VIII. . -| 246,4 | 3,589 | 3,321. ` 1192,4! 6,047. 9,6% 
„ 22. VI. . .: 245,9 ' 4,108 | 4,055; 1038, ‚s| 6,830 10,935 
„ 23. VII. d 231,0 | 4,356 | 4,159' 1202,2! 6,842 11,1% 
„ 24. VII. \ 233.2 | 3,980 | 3,799 '| 1092,4| 6,708 10,683 
EE | 2041,0 | 33,571 | 32,521 |11224,6| 54,048 ' 87.619 

e pro Tag .i 226,8 | 8,780 | 8,618 | 1247,6| 6,005, 9,13% 





Während der nun folgenden eigentlichen zehntägigen Versuchsperiode 
waren die Stickstoffausscheidungen im Harn folgende: 














Hammel 31 








Am 25. VIII 1922... . 1. 
26. VIIL E. 


i 8721,0 | 
| 


Ausgeschieden insgesamt . 
872.1 


pro Tag 6, ,908 
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S Die in der Nachperiode ohne Caseinbeifütterung im Kot und Harn 
„Aundenen Stickstoffmengen finden sich nachstehend. zusammengestellt: 







































i Kot | Harn | An Ges 
| | | u; BEN 
Datum ‚| Trocken | Gesamte | Eiweiß, || wee Ser) prada 
menge N»Menge | NsMenge menge schieden 

l Hammel 31. 
m 4.IX. 1922.. éi 212,4 | 3,842! 3,656| 744,0 | 6,015| 9,857 
RER 5. IX. + + «| 221,4 | 4,024| 3,860 | 727,0 | 5,813[ 9,837 
BER 6. IX. 2.1 219,5 | 3,498 | 3,376 || 618,0 | 3,111. 6,609 
an IR . . . $ 217,2 | 3,698 | 3,539 || 626,0 | 3,735 | 7,433 
» SL. .| 229,1| 3,690 | 3,565 | 547,0| 3,778 || 7,468 
= 9. IX. . . . || 219,1| 3,776 | 3,824 | 669,0 | 3,787 | 7,563 
» LO. IN. ' 233,7 | 4,080 3,978 | 648,0 | 3,687; 7,767 
Ausgeschieden TE 1552,4 | 26,408 | 25 Pel 4579,0 | 29,926 ' 56,534 
A pro Tag . J 221,8) 8,772 Sc 654,1, 4,275 | 8,076 

Hammel 22. S 

Am 4.IX. 1922 . . | 232,8| 4,023| 3,918 1232,2| 5,790 9,813 
» BD. 2.) 220,8, 3,781| 3,641 | 1181,2 | 5,579; 9,360 
» 6. IX. . IL 239,7] 3,825| 3,713| 911,2| 4,012 | 7,877 
S TDX . . . [| 230,9] 3,749| 3,712! 907,0 3,676 | 7,425 
„ 8 IX. . . . | 227,3| 3,778| 3,688 | 826,0 | 3,626; 7,404 
oe 210.8 3.560 | 3,644 | 737,0 | 3,322 || 6,882 
»» 10. IX. . . . || 242,6 | 4,062 3,969 | 807, 807,0 | 3,971 || 8,033 
Ausgeschieden insgesamt || 1604,9 | 26,768 | 26,285 | 6611,6 | 29,976 | 56,794 
e pro Tag . ¡| 229,2 | 3,824 | 8,755 | 4,282 | 8,118 











Nach der neuntigigen Übergangsfütterung wurde der Kot während 

der nächsten 10 Tage gesammelt und in der üblichen Weise für die Analyse 

' vorbereitet. Die täglichen Kotausscheidungen sowie der prozentische wie 

absolute Trockensubstanzgehalt des Kotes beider Versuchstiere waren 
während dieser Zeit die nachstehenden: 








I Hammel 31 | Hammel 32 














3 

a 5 Kot- zen Kot. Sean 

Datum a Se S trockens SE Gees trocken» Kat. 

Si ch | „ubstanz trocken. || TP substanz | trocken» 
| | substanz substanz 

Am 25. VIII. 1922 | 17,0 | 584,2 | 40,38 | 235,9 | 503,4 | 47,36 | 238,4 
„ 26. VII. | 16,5 || 564,6 | 48,17 | 272,0 || 505,0 | 41,07 | 207,4 
„ 27. VI. 16,8 | 558,0 | 49,95 ; 278,7 || 497,0 | 42,76 | 212,5 
„ 28. VII. | 18,5 || 569,0 | 44,04 | 250,6 | 464,2 | 50,97 | 236,6 
„ 29. VII. 18,7 498,8 | 46,11 | 230,0 | 487,7 | 49,76 | 242,7 
„ 30. VII. | 19,0 | 471,6 | 46,88 | 221,1 Sc 51,05 | 209,3 
„ 31. VII. | 18,2 | 499,4 | 46,02 | 229,8 | 441,4 | 50,09 | 221,1 
„ LIX. | 17,9 || 484,8 | 46,04 | 223,2 | 446,0 | 50,85 | 226,8 
„ 2 IX. | 17,8 | 482,4 | 46,06 | 222,2 438,4 | 49,84 | 218,5 
„3. IX. Lu ER 490,0 | 40,71 | 199,5 | 446,2 | 59,39 | 265,0 
Im Mittel. . || 17,8 :.520,2 | 45,42 | 286,8 || 463,9 | 49,11 | 227,8 
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In der Trockensubstanz enthielten die ausgeschiedenen Fázes: 





— GEES — | ea 


2 Nefreie | Rohfett Remesche 
Organ, Ron Extrakt: (Atber Rohfaser . E 








e protein stoffe | | extrakt) ` 

RE E A OA A A A 

A A. AA DA a AN 

Hammel 31 . . . . . | 85,99 | 11,36 | 41,56 | 2,84 | 30,23 | 14,01 
o Bo i 85,73 | 10,99 | 39,97 2,76 | 3201 14,2 


Der frische Mischkot enthielt auf wasserfreie Substanz berechnet: 

Hammel 31: 1,717% Gesamt-N = 4,057 g und 1,706% Eiweiß-\ 
= 4,031 g duchschnittlich pro Tag. 

Hammel 32: 1,751% Gesamt-N = 3,989g und 1,568% Eiweiß-N 
= 3,572g durchschnittlich pro Tag. 

Von dem verabreichten Futter wurden verdaut: 





| 2 N,sfreie Robfett Rob» 




















Organ. | Roh» | Reins 

í Substan: | otote | eiweiß | u Scho) faser 

A IA FREE > Ei KE E EE EE A 
"Grundfolier wie in Periode 1 , 448,7 429 ¡40,1 | 229,3 | 11,0 Tree 
38,82 g Kaseintrockensubstanz | 36, 9 30,2 280 | ` 4,5 | 22 Maa 








—— A AA KA SÁ AA SÁ 


Gesamtverzehr . | 485,6 ‚73,1 CH 1 | 3 233,8 | 13,2 Jg 
Hammel 31 scheidet aus 236,3 g ` | 








Kottrockensubstanz . PRO 203,2 "aan 252%) 98,2 6,7 SÉ 714 
Verdaut . . . . | 2824 |477 |429 | 135,6 | Ki 
Hammel 32 verz. wie Hammel 31 , | | | 
Gesamtverzehr `... 485,6 ] 73,1 168,1 233,8 13,2 ' 165,6 
Hammel 32 scheidet aus 227,8 g | | 
Kottrockensubstanz . a 195,3 |24,91) 22,31)! 91,1 ; 63 729 
Verdaut . . . . ` 2903 ¡482 |458 ' 142,7 on 9 


Was dann zunächst wieder die Aufstellung: der Stickstoffbilanz an- 
betrifft, so ergaben sich für die Stickstoffeinnahmen und -ausscheidungen 
folgende Werte: 


Einnahmen: 
im Wiesenheu . . . . 2 2..2.....6,113g N 
„ Haferstroh . . . ..... . . 0745g N 
„ Casein. . . . . SC E 4,820g N N 
Summe der Finnahmen 11,687 g N 
Ausgaben 
Hammel 31 Hammel 32 
im Kot... .. ERA 4,0578 N 3,9898 N 
„ Ham .. +... +. +... . ... 6,9088 N 6.860 g N 


Summe der Ausgaben 10,965 g N 10,849 g N 


In den Einnahmen mehr (+) oder weniger (—) 
als in den Ausgaben . . . . . .+0,712g N +0,858g N 


1) Mit Hilfe der im frischen Mischkot gefundenen Stickst vffzahlen 
berechnet. 
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Es hat hiernach also der Stickstoff des Caseins auch bei einer nur 
us Rauhfutter bestehenden Ration im tierischen Organismus Verwendung 
ejunden, was unter den gleichen Bedingungen nach den Ergebnissen der 
weiten Periode für den Stickstoff des Harnstoffs nicht zutraf bzw. 'nur 
n einem wesentlich geringeren Umfange. 


Die so berechnete tägliche Stickstoffbilanz läßt sich kontrollieren, 
renn man die Summe sämtlicher Einnahmen und Ausgaben von Beginn der 
‚sseinfütterung einander gegenüberstellt und hierbei auch diejenigen Stick- 
töffmengen berücksichtigt, die, von der Caseinfütterung herrührend, noch 
n der Nachperiode zur Ausscheidung gelangten. Aus der betreffenden 
[abelle ist ersichtlich, daß nach Aufhóren der Verfütterung von Casein 
reits vom vierten Tage an bei beiden Versuchshammeln eine Gleichmäßig- 
it in der Stickstoffausscheidung eingetreten ist. Demnach ergibt sich 
olgende Rechnung: | 

















Einnahmen: 
Vom 16. August bis 3. September: 
an 19 Tagen im Futter . . 11,687 gN = 222,053 g N 
Vom 4. bis 7. September: 
an 4 Tagen im Futter. . . 6,858g N = 27,432gN 
Summe der Einnahmen = 249,485 g N 
Ausgaben: 
Hammel 31 Hammel 32 
im Kot......... 9,202gN 88,829 g N 
„ Ham ........ 142,242g N 141,709 g N 
Summe der Ausgaben . 236,444 y N 230,538 g N 
Einnahmen . . . . . . . . . 29485gN 249, 485g N 
Ausgaben . . . . . 236,444 g N 230,538 g N 
Angesetzt insgesamt . 13,041 g N 18,947 g N 
pro Tag. . 0,567 g N 0,824 g N 


Man kommt also auch auf diese Rechnungsweise zu dem Ergebnis, 
daß eine Verwertung des Caseinstickstoffs im tierischen Organismus 
stattgefunden haben muß. Die Übereinstimmung der nach zwei Me- 
thoden ermittelten Werte ist bei Hammel 32 eine fast absolute, bei 
Hammel 31 eine durchaus genügende. 


6. Periode. Diese Periode wurde in der gleichen Weise wie die 4. aus- 
geführt, nur daß hier an Stelle des Harnstoffs eine im Stickstoffgehalt gleiche 
Menge Casein verabfolgt wurde. Es handelt sich also um eine Vergleichs- 
priode mit Eiweißzulagen an Stelle des Harnstoffs. Wie in den vorher- 
gehenden Versuchsabschnitten, so wurde auch diesmal wieder der Stickstoff- 
umsatz sowohl in der vorbereitenden Fütterung als auch in einer Nachperiode 
nach Aufhören der Caseinzufütterung verfolgt. Leider konnte dieser Versuch 
nur mit Hammel 32 durchgeführt werden, da das andere Versuchstier 
anfing, regelmäßig Reste des Kartoffelstärkemehls zurückzulassen. Die 
nachfolgende Tabelle enthält zunächst die Daten über die Kot- und Harn- 
ausscheidungen sowie über die hierin enthaltenen Stickstoffmengen: 
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In der Trockensubstanz enthielten die ausgesc 





! 


| Organ. © Rohs | ‚Nefreie 





| Substanz | protein Parl 
teg ta e: 
Hammel 31 . . . . . 85,99 | 11,36 | 41,50 
> 32 . . . . . : 85,73 | 10,99 39.9; 


Der frische Mischkot enthielt auf wasserfı 
Hammel 31: 1,717% Gesamt-N = 4,0: 
= 4,031 g duchschnittlich pro Tag. 
Hammel 32: 1,751% Gesamt-N = 3,‘ 
3,572 g durchschnittlich pro Tag. 
Von dem verabreichten Futter wurden 





Organ. Ze R: 
Substanz ` pr. 


kann Ee 


„Grundfutter wie in Periode 1, 448,7 
38,82 g Kaseintrockensubstanz ` 36, H 


Gesamtverzehr . | Tasse 
Hammel 31 scheidet aus 236,3 g 




















Kottrockensubstanz . . . | 203,2 
Verdaut .... | 282,1 
Hammel 32 verz. wie Hammel 31 | 
Gesamtverzehr . ..... 485 
Hammel 32 scheidet aus 227,8g ` 
Kottrockensubstanz EE 0 
Verdaut . pod 


Was dann zunáchst wieder 
betrifft, so ergaben sich für die 
folgende Werte: 

Einnahmen: 

im Wiesenheu . 
„ Haferstroh . 






„ Casein. 
E se 
Summe d l 
i ee 399 g 
Ausgaben: 
„lgende auf 
im Kot . 
‚„ Harn 
SR 87,1 
Sun 11.96 
In den Einnahmen 1: 42.76 
als in den Ass So 
1 AA 29,39 
cs 12,89 
berechn RR ee 


!erkäuer. 437 


"amtfutters 








An Ge: 
samt:N 
im Kot u. 
-kstoff. Harn 


men ausge: 
e schieden 


e A 


4,870 9,403 
3 2634 7.292 
¿6 3346 7 
Lu 3.358 8 
23745 8781 
18.536607 T 
293,7 3,605 S$ 
610,1. 3,259 7 
5268.3 28,504 65.053 
655.5 3,963 3,132 
Túhrt bzw. ausgeschieden 


6.113g N 
0745 gN 
0.072gN 
0,856 g N 
4.844 gN 
(ier . 12, 630 
4.816 
5. 312; 


dungen . 10.1283g N 
2eN 


ı Mischkot. SÉ 
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A A EE ——— nn 














Trocken» 


DO rege Gesamts» | Eiweiß» 


N»Menge | N:Menge 


Datum 







1.971) 6,6% 
































Am 15. IX. 1922 . . 
„ 16. IX. e 3,863 || 8,54 
„ 17. IX. 3,866; 8,717 
„ 18. IX. 4,021, 9,03% 
„ 19. IX. 4,130' 10.428 
„ 20. IX. 4,099 
„ 21. IX. 4,039 | ss 8,18] 
„ 22. IX. 4,982 ' 8,8% 
EE 2166,6 | 38,787 | 38,021 || 6015,1 | 30,971 ¡ 69,380 
e pro Tag .; 270,8 | 4,848 4,758 | 751,9 | 8,871 8,6% 
d Gesamt 
GE Kot: ` 
Datum E 3 Re trocken» en 
S ch substanz men | 
substanz 
HA A A a Ss S EE SE -== E 
Am 23. IX. 1922 | 15,5 | 413,2 
„ 24. IX. | 15,0 || 492,9 
„ 25. IX. 15,3 || 568,2 
„ 26. IX. 14,7 | 551,9 
„ 27. IX. 14,3 | 577,0 
„ 28. IX. | 15,5 | 627,7 
„ 29, LN. ı 15,5 | 585,6 
„ 30. IX. 16,4 | 492,8 
er, ` JE 16,6 | 505,9 
u EX: = 486,6 | 
Ausgeschieden insgesamt — 5301,8 | — | 2369,2 || 8201,3 | 53,118 
S pro Tag . Ea 15,4 580,2 44,68 820,1: 538 








Im frischen Mischkot des engeren Versuchsabschnittes waren in der 
Trockensubstanz enthalten: 


Gesamt-N . . . . . . . 2,033% 4,816 g 
Eiweiß-N . . . . . . . 2,068 9% 4,899 g 


Die chemische Untersuchung des Fäzes ergab folgende auf Trocken- 
substanz berechnete Werte: 


Organische Substanz . . . . . . . . . 87,11 
Rohprotein . . . DEENEN LEGG 
N-freie Extraktstoffe De ee e ECH 
Rohfett (Ätherextrakt) . . . . . . . . 3,00 
Rohfaser . `. . ss a 29,99 


Reinasche, C- und CO,-frei DEES KSC 
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Die Verdaulichkeit des in dieser Periode verabfolgten Gesamtfutters 
rechnet sich wie folgt: 





| Organ. | Rob» | Reins N-freie Rohfett | Rob, 


Substanz protein | eiweiß | Séil déi GË faser 
ad ESS eh A _ 3 
runadfutter wie in Periode 3 | 5790 '48,7 |45,6 350,2 | 13,6 | 166,8 
3.94 g Caseintrockensubstanz i 370 1303 128,0 4,5 2,2 


























Gesamtverzehr . | 616.0 79,0 73,6 | 354,7 | 15,8 | 166,8 
usgeschieden an Kottrocken- | | 
substanz 236,98 ..... 206,4 130,11)/30,61) 1013 | 7,1 | 69,6. 
Verdaut in g . . || 409,6 |489 |430 | 2534 | 87 972 
5 „ Div | 66,5 |61,9 |58,4 71,4 | 551| 5 











Wie in den früheren Perioden, so verfolgten wir auch in dieser die Stick- 
stoffausscheidungen in einer Nachperiode, in welcher genau das gleiche 
Futter jedoch ohne Caseinzulage verabfolgt wurde. Die hierbei gefundenen 
Werte sind in der nachstehenden Tabelle enthalten: 






































i Kot | Han | AnG Ge. 

i mor 
Datum | Trockene Gesamt; | Eiweiß.» Me Stickstoff i kor Si 
| | menge | N-Menge | NsMenge menge ||, SZ 
_ E ee Ee? KE EE E e ee 8&8 — E E = BE E a e 

| i 

Am- 3. X. 1922. .' 974,5 4,533] 4,499 | 886,0 ' 4,870 | 9,403 
o. AX. . 1 256,6 | 4,638| 4,550| 716,0; 2,654! 7,292 
der BER, 247,5 4,361. 4,289 | 649,6 | 3,346 | 7,707 
» 6X. . -| 263,8| 4,734 4,593| 604,0. 3,358 | 8,092 
w LA . | 333,5 | 5,036| 4,857! 590,2! 3,745 | 8,781 
» 8X. | 260,1 | 4,033 3,945 | 618,7; 3,667! 7,700 
» 9X. +; 306,6| 4,698| 4,825 Ge 3,605 | 8,303 
o 10,X. o. . . 1 305,7| 4,516 4,362 | 610,1! 3,259 7,775. 
Ausgeschieden insgesamt | 2248,3 | 36,549 35,920 | 5268,3 | 28,504 65,053 
A pro Tag .| 281,0 | 4,569 | 4,490 | 658,5 | 8,568 | 8,182 








Hiernach wurden an Stickstoff táglich zugefúhrt bzw. ausgeschieden 
und angesetzt: 


Verzehrt im Wiesenheu .... 6,113gN 

















ep „ Haferstroh . . . . 0,745gN 

on „ Stärkemehl . . . . 0,0728 N 

D vn Maisschrot . . . . 0,856 g N 

vg o Casein ...... 4,84 g N 
Demnach Gesamt-N im Futter . 12, 630 gN 
Ausgeschieden im Kot . . . . . 4, 816 gN 
ge 2 Harn ....  5312gN 
Stickstoff in den Ausscheidungen . 10,128 g N 
Daher angesetzt . . . . . . . . 20128 N 


1) Berechnet aus dem frischen Mischkot. 
Biochemische Zeitschrift Band 138. 39 
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Zu fast absolut genau dem gleichen Stickstoffansatz gelangt man. 
wenn man den Stickstoffumsatz nicht nur während der eigentlichen zehn. 
tägigen Versuchsperiode berücksichtigt, sondern auch denjenigen der Var. 
sowie der Nachperiode, und zwar letzteren bis zu jenem Zeitpunkte, ap 
welchem wiederum eine Gleichmäßigkeit der Stickstoffausscheidung im 
Harn festgestellt werden konnte. Es ergibt sich dann folgende Berechnung 














Zugeführt in 22 Tagen im Futter. . . ..... 171,292 gN 
AR een 18 ,, We Casein E re i .. 87 ‚192gN 
Gesamtzufuhr an Stickstoff in 22 Tagen EE 258,484 g N 
Ausgeschieden im Kot . . ..... 105,215 g N i 
We „Ham. ...... 98,317 5. | 203,530 g N 
Angesetzt in 22 Tagen . . . . . 2. 2 22200. 54,954 g N 
2 pro Tag... TA ae nd 2,497 g N 


Hiernach sind von dem im Casein zugeführten Gesamtstickstof 
51,55%, zum Ansatz gelangt. 

Aus den vorliegenden Untersuchungen ergibt sich also, daß der Harr- 
stoff, einer nur aus Rauhfutter bestehenden Futterration zugelegt, in der 
Hauptsache annähernd quantitativ wieder durch den Harn ausgeschieden 
werden dürfte. Wenn in solchem Falle teilweise eine geringere N- Retention 
zu verzeichnen ist, so mag dies vielfach wohl mit darauf zuriickzufihrer 
sein, daß unter dem Einfluß der Harnstoffverfütterung eine etwas beser: 
Ausnutzung des Futters im allgemeinen und der stickstoffhaltigen Substar: 
im besonderen stattgefunden haben kann. Dagegen ist bei gleichzeiwer 
Beifütterung von leicht verdaulichen, kohlehydratreichen Fuiterstojjen o 
den vorliegenden Untersuchungen eine deutlicher Stickstoffansatz nach 
weisbar. Es würde dies also für die Richtigkeit der Bakterieneiweißthen: 
sprechen. Die Tatsache aber, daß bei vorwiegend cellulosehaltigen Futkr- 
stoffen der Harnstoff fast quantitativ wieder ausgeschieden wird, währen 
bei Zufütterung von Kohlehydraten eine N-Retention zu verzeichnen 4. 
spricht gegen die Scheunertsche Annahme, daß der in den Ausscheidung 
fehlende N durch die Haut ausgeschieden wird. Es ist auch auffallen. 
daß bei Harnstoffverfütterung zu einem vorwiegend nur cellulosehallige 
Futter die ausgeschiedene Harnmenge eine erhebliche Vermehrung erfahrir 
hat, ein Ausdruck der gesteigerten Diurese, während bei gleichzeile 
Verfütterung von Kohlehydraten die Harnmenge eine normale, d. h. on 
gleiche wie in den Perioden ohne Harnstoffbeifütterung war. Auch ds 
dürfte darauf hindeuten, daß die Verwertung des Harnstoffs im tierisch 
Organismus je nach dem verabfolgten Futter eine verschiedene sein mup 
Daß der Eiweißstickstoff des Caseins sich dem Stickstoff im Harndoi 
bei der Verwendung und Verwertung im tierischen Organismus als üb 
legen zeigen würde, war von Anfang an nicht anders zu erwarten. 
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II. Versuchsreihe. 

Fa sollte der Stickstoffumsatz bei Zulage von Harnstoff und Casein 
einem Futter festgestellt werden, welches den praktischen landwirtschaft- 
hen Verhältnissen entspricht. Wir wählten hierzu Erbsenstroh und 
mua cken, welches Futter in der 2. Periode allein verabfolgt wurde, während 
der 1. und 3. Periode im Stickstoffgehalt gleiche Mengen von Harnstoff 
A Casein zugelegt wurden. Die Wrucken wurden geschnitzelt und immer 
r 4 Tage ausgewogen, von jeder dieser viertägigen Serien wurden Trocken- 
bstanzbestimmungen ausgeführt. Da jede Periode einschließlich der 
E “Vorfitterung 16 Tage dauerte, so wurde die Analyse in den während der 
er Versuchsabschnitte zusammen verfütterten Wrucken festgestellt. Das 
rbsenstroh war für alle Perioden auf einmal ausgewogen worden. 

In der Trockensubstanz enthielten die Fütterungsmittel und die in 
en einzelnen Perioden ausgeschiedenen Fázes: 




















an £ Z. Q . Rein» 
239 | 2 e 9 | Z |Nefreie| „ y 
ER & § | § | È Extrakt g| A Ze 
Salg 3 Z | stoffe | © | 2 Icosfrei 
Zube tr 210. E, d a L °l t % Io t 
Futtermittel: | E | 
Erbsenstroh . . . . |94,90110,00| 1,60! 8,20! 1,31| 32,24 | 1,26/51,40| 5,10 
Casein ....... 95,10/77,10|12,34/72,23/11,56, 12,40 |5,60| — | 4,90 
Harnstoff ..... — | — |46,40 in der Originalsubstanz | — | — — 
Hammel 27 
Wrucken, 1. Periode ||93,00| 8,30| 1,33| 5,50| 0,88) 72,60 |0,90111,20| 7,00 
i - 5 92,80 7,90| 1,26 5,20 0,83| 72,00 |0.70112,20| 7.20 
i ao, 193,10] 7,90 1,26| 5,00| 0,82| 73,80 | 0,8010,60 6,90 
Hammel 32 
Wrucken, 1. Periode ||93,30| 8,70| 1,39) 5,10] 0,82| 71,00 | 0,7012,90| 6,70 
i - 92,50 8,10! Län 4,901 0,78 71,50 | 0,80/12,10| 7,50 
= Bd, 92,00| 6,90) 1,10; 5,40' 0,86| 72,80 | 1,10'11,20/ 8,00 
| Ä 
Kotproben : 
Hammel 27 
1. Periode . . . . . 86,311 806 — | — | — | 42,35 | 1,50/34,40| 13,69 
SEENEN 86,611 844 — | — | — | 41,37 | 1,60:35,20| 13,39 
A 184,401 756. — | — | — | 39,50 | 2.00/35,40| 15,60 
Hammel 32 | l 
l. Periode... 186,90! 8,131 — | — | — | 43,67 | 1,40/33,70| 13,10 
u ae a |86,10| 8,88) — | — | — | 40,72 | 1,60/34,90 13,90 
Io o a |85,40| 7,69) — | — | — | 40,51 | 2,1013510 14.60 


Über die im frischen Mischkot festgestellten Werte an Gesamt- und 
Eiweißstickstoff ist auf die Tabellen S. 490 und 491 zu verweisen. 
An Wruckentrockensubstanz wurden verzehrt: 


Hammel 27: 1. Periode . . 175,8 g Hammel 32: 1. Periode . . 183,3 g 
2. Š . . 177,5g 2. a . .17358 
3. > . .183,3g 3. S . . 191,6 g 


Die nachfolgenden Tabellen enthalten die Zusammenstellungen 
über Harn- und Kotausscheidungen sowie über den Gehalt derselben 
an Stickstoff. 
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490 F. Honcamp u. E. Schneller: 


Hammel 27. 
l. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh und Wrucken) + Harnstoff. 

















Harn I Kot || 








= E "Se 222 a > . Sé Ze 
Datum 2 E 3: KD E 35 im Harı 
| = | E | 38 || ZS SS EZ und Kat 
(PH 2 Lë | 8%] 02 kä? 
°C IHC 


Y orperiode. 










































































Am 22. XII. 1922 . . . | 15,0 || 684,7) 9,377) 103,8| 3,037| 2,953) 12,41 
338. SEITE, . . . | 15,4 | 822,9 9,779) 173,4! 3,189) 3,096) 12,9 
a, SEE, 15,6 1026,7 10,167 212,0) 3,549) 3,401 13,71 
a SR. XII. 14,9  870,7/10,008| 187,9 2,905 2,820) 12,91 
o E | 14,7 | 882,7 9,390! 188,5| 3,109| 3,004 12,49 
ee. ORA. 14,3 | 844,8 9,183| 200,7) 3,166) 3,110) 12,14 
de: 28, ATL + + + | 14,0 | 766,3 9,196| 179,5| 2,870 2,745) 120% 
,» 29. XII. . . . || 14,0 || 920,9, 9,468| 220,6) 3,626 3,406 13,0% 
Insgesamt . . . . . . . — [6819,7/75,568/1526,4|25,451|24,538) 102,019 
Im Durehschnitt pro Tag | 14,7 | 852,5 9,571) 190,8| 3,181] 3,067, 12,7% 
Hauptperiode. 
Am 30. XII. 1922 . . . | 14,6 '1068,8 9,481! 217,21) eu! ggg | 23-3 
e, ZE . . . || 15,2 || 793,3) 8,471| 208,21] 592 383 SES 
„ LI. 19233 . . . . |15,3|| 594,4 8,963 204,7| 283| 25% | Bas 
ee Bl a 14,2 | 848,4 9,403 238,11 „56| ¿BE |5525 
de E , . . + || 14,3 [1106,2 9,429 187,8 (83 “EB Aa: 
4.1. o. «+ || 15,1 |1141,7| 9,351 183,11| 22=| SE |: 
= zl . || 15,1 | 910,8| 8,123] 178,8| 235 | 938 | "ner 
a. E . || 15,4 1044,4 110,056, 171,7) SE2| 322 38% 
Insgesamt . . . — [17508,0/73,277/1589, 6/21, 153|20,769) 94,430 
Im Durchschnitt pro Tag 14,9 938,5. 9,162 198,7 2,644 2,596 11,504 
2. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh und Wrucken). 
Vorperiode. 
Am 7.1. 1923 . . . . | 15,8 ||1116,8| 5,709! 133,7; 2,330 2,362 8,03% 
+ BS ara KT. | 705,6| 4,594, 172,7 2,871) 2,812 7,465 
S = + + + || 15,3 11388,3 3244 156,1 2,670| 2,600 5,91! 
e, GE o... + || 15,2 || 750,6| 3,140) 160,4 2,589) 2,550 5,2 
O E . . . . || 15,3 [1177,9| 4,542' 163,0, 2,736; 2,680 7,28 
ec" JEE . | 15,3 | 924,8| 4,671| 320,0) 5,165| 5,056 9,83% 
ABD ; | 15,3 | 770,4| 4,360| 208,3; 3,270, 3,199 1,6% 
¡5 14 E 2. +» | 14,5 | 907,2 4,256, 197, ‚1 2,990 2,924 7,20 
Insgesamt . s A — '7741,6/34,516 1511,3/24,621/24,183 183 59,13 
Im Durchschnitt pro Tag ı 15,3 | 967,7 4,315, 188,9 3,078 3,023, 13% 
Hanpipericda: | 
Am 15.1. 1923 ov || 145 || 765,2 2,829, 179,11) 3.5% geg 25.5 
=. TO . . . . | 14,8 || 989,2! 3,650| 1933| 588| 588 305 
- EZI 357! 8%: 
e ES , 15,0 | 709,1, 4,061 176,8|| 22% & 2% 1 323? 
e, TB GAME Harnverlust | 31555 e BEI EEE 
a. AOL 13,9) 961,4 4,230, 189,5 (3 ¿3| Zei 158: 
O . - 14,3 | 747,6, 3,529 199,9 | 32| 243 ex 
e AET: - | 14,6 "1021,3. 5,529) 218,41 532 23% 05 
BT 2... 11 14,3 /1243,0, 5,900, 207,0) 3E=3 S22 SRi 
Insgesamt . . | — 16436,8|29, 728 1558,3|21,987 21,412 51,515 
Im Durchschnitt pro Tag ‚14,5 919,5 4,247 194,8) 2,748| 2,677 6,464 














Harnstoff als Eiweißersatz beim Wiederkäuer. 491 





lammel 27. 3. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh und Wrucken) + Casein. 




















































































Is 9 Ñ | EE Gesamt- 
SL 5 ISslaëëi 28 | 3% |NMene 
Datum & | 8 Së REE ag Se im Harn 
E $ #8 38 $ ZZ | und Kot 
E A A Es SS 5z 
SE AAA EA EEN 
Vorperiode 
im 23.1. 1923 . . . . 15,01 922,6! 2,975! 265,3| 2,851; 2,709 5,826 
24. 1 +. . + 1 14,8| 716,7| 4,347] 179,9 2,602 2,758 6,949 
„ 25.1. . . . . 115,5 530,5 5,190 269,9| 3,834 = 9,024 
„ 26.1. oo... . 416,1 | 674,5 6,241 180,1| 2,582 zen 8,823 
„ 27.1. . . . . | 16,3 | 742,7 6,008 185,7 2,737| 2,595! 8,745 
„ 28.1 l | 16,3 | 726,1 6,021: 208,2) 3,546 3,474 | 9,567 
.. 29. 1. . . . . | 15,8 | 953,1, 6,332 201,2 3,225| 3,144 9,557 
„ 30.1. o. + + » || 15,7 | 663,3| 6,306 208,7 3,257| 3,184 9,563 
Insgesamt . .  — [5929, 9,6143,42 4201698,9|24,634|24,144]| 68,054 
Im Durchschnitt pro Tag | 15,7 | 741,2) 5,428 212,4| 3,079| 3,018| 8,507 
Hauptperiode. 
Am 31. I. 1923.. . . | 18,3 | 696,6| 7,303 gaul geul egu 
e AIL >. . . $ 15,7 | 8358| 7,340| 200,0 Er EFE RER 
~- 2.1. .....516,1 || 803,9] 7,924 224,3 | 252 25% Sogn 
ée. SEL . . . . 15,5 | 893,7| 8,629 209,6 | "Se gr | Se ge 
o IL 22.2. 115,9 | 827,1) 7,579 207,6 1828: SeS | ¿272 
e "BEL - = + + 115,8 | 784,2] 6,701] 179,2 | 2%> 248 | 528, 
„ 61. «+ «+ 1150| 797,4 7,552 194,91 938 932 "Ses 
o TIL | 14,4 || 835,6: 7,472] 259,5) ES 
Insgesamt . . | — 6394,3|60,500|1702,3:21,345|20,470 81,845 
Im Durchschnitt pro Tag | 15,4 || 799,8| 7,568 2,559 10,281 
Hammel 32. 
l. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh und Wrucken) + Harnstoff. 
Vorperiode. 


Am 10. XII. 1922 . . . | 15,7 1505,86: 9,270" 220,9! 3,119| 2,970. 12,389 















































» lL XII. 16,2 | 903,7 9,122 200,8: 3,010| 2,936 12,132 
„ 12. XII. y 14,3 | 783,3| 9,338/ 219,0: 3,327| 3,201. 12,665 

13. XII. ‚13,9. 693,1! 9,533| 181,4 3,192 3,013 12,725 
„ 14. XII. . . . | 14,6 | 682,2 10,543 203,9] 3,151 3,049: 13,694 
„ 15. XII. T RE 205,2| 3,292| 3,164 13,313 
„ 16. XII. 2.1148 a La 180,0| 2,897| 2,732 13,958 
. 17. XII. Kaes E) e) 182,6| 2,803| 2,712| 12,774 
Insgesamt . . we 17953,6'78, 857 1593,8|24,793,23,777 103,650 
Im Durchschnitt pro Tag 14,9! 9,857) 199,2! 3,099 2,972, 12,956 

EE 

Am 18. XII. 1922 . . . 1 14,8 || 805,7 10,051: 176,4 Segl ssa] ES «5 
„ 19. XII. e. +, 15,1 || 911,5 7,564 201,5 | 52 383] 375% 
, 20. XII. 2. 15,7 | 837,5 9,546 172,6|£5% 25% | Suba 
~ 21. XII. . - . 16,4) 784,0: 9,831 194,4 | SE 055 || S5 ge 

22. XII. . d 15,0 ([1042,3, 9,572, 182,2 (823% Zei ERS 
~ 23. XII. «+ || 15,4 || 846,3| 8,315] 201,11| <= 222 | +3 
» 24. XII. . . . || 15,6 || 674,1) 9 20181333 222 5425 
~ 25. XII. | 14,9 || 902,8! 9,351) 195,9) S22: 322 | 288 
Insgesamt . . KEEN 16804,2173, 283 1525,9/20,37 GI) 471' 93,659 
Im Durchschnitt pro Tag ' 15,4 850,5| 9,160 190,8 2,547 2,434 11.707 









490 F. Honcamp u. E. Schneller: 


Hammel 27. 
l. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh und Wrucken) + Harnstoff. 

































| | Ham | 
zo! So La ER 
| - 5» a 
Datum | 5 | E | 2% SE 
MOE kt 
| CR o | $% 
EE F loe EAVES 
Vorperiode. 
Am 22. XII. 1922 . || 15,0 || 684,7| 9,377) 103,8| 3,037 
v 35 21 ` | | | 15,4 || 822,9 9,779| 173,4 3,189 
eg SE. XIL 115,6 10, 167 212,0) 3,549 
ae 26, X. . «+ | 14,9 | 870,7/10,008, 187,9) 2,905 2,820) | 
w 26. XII. 114,7 | 882 Ki 9,390. 188,5 3,109 3,004! 12,499 
e E ECH . || 14,3 | 844,8 9,183| 200,7 3,166 3,110, 12,349 
„ 28. XII. . || 14,0 | 766,3 9,196| 179,5 2,870 2,745, 12,066 
„ 29. XII. . || 14,0 | 920,9! 9,468| 220,6| 3,626! 3,406 13,0% 
Insgesamt i — 16819,7|75, en ck ,451/24,535| 102,019 
I} 


| 14,7 || 852,5) 9,571| 190,8, 3,181| 3,067: 12,752 


Hauptperiode. 
1068,8| 9,481 217,2 


Im Durchschnitt p pro Tag 








Am 30. XII. 1922 . . . | 14,6 TEEN 
an 38 XIL . . . || 15,2 | 793,3 8,471) 208,21 582 58£ ! 975% 
„ LI 1923 .. . . [15,3 | 594,4 8,963] 204,7|| 252| 252 "Bt 
e, SE CECR | 14,2 | 848,4 9,403, 238,1 „56| „SE |85 
sé. 2? 14,3 |1106,2 9,429 187,8 ( Bal 368 "202 
e MR . 15,11 ara 7 9,351| 183,1|| 23 IES 
Se 3 . || 15,1 || 910,8| 8,123| 178,8 [335 888! 554“ 
ER SN TAE 15,4 ' '1044,4|10,056, 171,7) SE SE= "Ln 
Insgesamt . . | (7508,0/73,277/1589,6/21,153 20, 769: 94,430 
Im Durchschnitt pro Tag | un 938,5 9,162| 198,7| 2,644' 2,596, 11,504 








2. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh und Wrucken). 
Vorperiode. 























Am 7.1 1923 . | 15,8 [1116,8| 5,709] 133,7) 2,330) 2,362 8,039 
MES . 115,4 || 705,6| 4,594 172,7 2,871| 2,812 7,465 
e $7 ` | | . l 15,3 '1388,3| 3,244! 156,1; 2,670) 2,600 5,914 
s IL... 115,2 | 750,6 3,140 160,4 2,589] 2,550' 5,12 
sed +++ 1, 15,3 \1177,9| 4,542 163,0) 2,736| 2,680 7,28 
„ 17T . | 15,3 | 924,8 4,671, 320,0) 5,165) 5,056 9,836 
e E E Ar? 770,4| 4,3601 208,3, 3,270 3,199! 7,630 
e. Die Zo. . | 145 | 907,2, 4,256| 197,1! 2,990; 2,924! 7,246 
Insgesamt . . | — |7741,6/34,516]1511,3124,621|24,183 59,131 
Im Durchschnitt pro Tag | 15,3 | 967,7| 4,315, 188,9 3,078) 3,023 7,39 
Hauptperiode. ] 
Am 15.1 1923 . . . . || 14,5 | 765,2 2,829! 179,11) 8.40] ggg" 85.8 
ée Jë E + + + +» | 14,8 || 989,2! 3,650, 193,31| 882] 385 | 3065 
e ME . || 15,0 | 709,1) 4,061! 176,81| 25% £5% | Laia 
38,1. . | 14,6 | Harnverlust | 194,31 T 5| 56 | fei 
BEE . H 13,9 | 961,4] 4,230 189,5 (231 e3 | 28.5 | 
u BE: . 1 14,3 | 747,6! 3,529, 199,91| 242 243 Bee | 
EC Er? . | 14,6 DK 5,529) 218,4 53 age Dë: 
ee SEE da E 14,3 1243,0! 5,900) 207,0) SEX] SEI ëss | 
Insgesamt . . — 6436,8 29,728 11558,3 21,987/21,412; 51,715 
Im Durchschnitt pro Tag 14,5 | 919,5 4,247 194,8 2,748| 2,677 646 | 
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lammel 27. 3. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh und Wrucken) + Casein. 
Eed 














Gesamt: 

























































































¿le ja |$ HAN 

E c | Šg (33 AR 
Datum 2 e => 23 im Harn 

8 E F 3 und Kot 

Es em 77) E 

A a °C RAUM 8 
; Vorperiode 

Am 23.1. 1923 | 15,0 || 922,6| 2,975 265,3] 2,851] 2,709" 5,826 

>» 241. 14,8 | 716,7| 4,347 179,9] 2,602 | 6,949 

» 25.1. | 15,5 || 530,5 5,100) 269,9) 3,834| 3,753 9,024 

>» 26.1 16,1 | 674,5| 6,241| 180,1] 2,582| 2,527] 8,823 
e, aLL 16,3 | 742,7| 6,008] 185,7) 2,737| 2,595! 8,745 
>» 28.1. 16,3 | 726,1| 6,021, 208,2 3,546| 3,474] 9,567 
»» 29.1 1158| 953,1) 6,332| 201,2) 3,225] 3,144| 9,557 
>» 30.1. 5 663,3| 6,306| 208,7| 3,257| 3,18 | 9,563 

Insgesamt. . — |15929,6|43, 420 1698,9 24,634 e ,144]| 68,054 

im Durchschnitt pro EEN 15,7 741,2 GE 212,4| 3,079| 3,018; 8,507 

Hauptperiode. 

Am 31. I. 1923.. 15,3 || 696,6] 7,3031 227,2) gl 644 || 48. 
>» LIL 15,7 | 835,8| 7,340) 200,0 | 383 383 RE 
se I 16,1 || 803,9| 7,924| 224,3 | 252| 252 | Sula 
si LL 15,5 || 893,7 8'629 209,6 | EE 
» 4I. 15,9 | 827,1] 7,579 207,61 82%] 823 | ¿278 
„ 51 IS 784,2| 6,701 179,2|| 23 $ 3 Ss 
» 61. 15,0 | 797,4 7,552| 194,9 FA dE PE 
>” TAL eN HEEE 835,6, 7,472| 259,5) SEI] SE | 18% 
Insgesamt . ...... ur |6394,3/60,50011702,3]21 3160, 0.500 1702,3|21,345 ‚345 20,170) 81, 815 
Im Durchschnitt pro Tag || 15,4 | 799,8| 7,56 212,8 2,668| 2,558 10,28 

Hommel 32. 
1. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh und Wrucken) + Harnstoff. 
Vorperiode. 
Am 10. XII. 1922 . . . || 15,7 | 9,2701 220,9| 3,119| 2,970, 12,389 
„ 1 XII. de 16,2 | 903,7! 9,122; 200,8| 3,010| 2,936 12,132 
„ 12. XII. + 114,3) 9,338| 219,0| 3,327| 3,201: 12,665 
„ 13. XI. - . + 113,9 | 693,1] 9,533 181,4| 3,192| 3,013) 12,725 
„ 14. XII. See 14,6. 682,2/10,543 203,9! 3,15H 3,049, 13,694 
» 15. XII. .. +. 114,8 [1164,3/10,021; 205,2] 3,292 3,164 13,313 
„ 16. XII. - + . 1 14,8 11237,3|11,061 180,0| 2,897| 2,732| 13,958 
„ 17. XII. dré 984,1 _9,969] 182,6| 2,803| 2,712, 12,774 
Insgesamt . . Li 7953,6 ‚193|23,777! 103,650 
Im Durchschnitt pro Tag | 14,9 | 994,2) 9,857| 199,2) 3,099 2,972 12,956 
Stee i 
Am 18. XII. 1922 f 14,8 || 805,7 176,4) 88%] 843 | 5855 
„ 19. XII. 15,1 | 911,5 7,564] 201,5 | 822) 582 | 375% 
„ 20. XII. | 15,7 || 837,5 9,546, 172, 6!| 282 25% Er? 
„ 21. XII. 16,4 784,0; 9,831: 194,4 | TBE] T 5E | AE 2e 
„ 22. XII. | 15,0 ||1042,3, 9,572; 182,2 (83 823 EEN 
„ 23. XII. 15,4 || 846,3 8,315| 201,1|| 242 222 | $23. 
„ 24. XII 15.6 || 674,1) 9,053] 201,8| 323 SEX | "8.5 
„ 2831 ...|149| 9028| 9,351] 195,9) SEI SEI | ers 
Insgesamt . . ee, ‚283|1525,9/20,376| 19,471, 93,659 
Im Durchschnitt pro Tag I 15,4 | 850,5| 9,160, 190, 8, 2,547| 2,484' 11,707 


















































492 F. Honcamp u. E. Schneller: 
Hammel 32. 
2. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh und Wrucken). 
| Ham | Kot 
A e . Y | | Gesn 
| EN dls CH zg pas Mea 
Datum gd l g | 2E ISCH: EE, "e E im Haz 
CN | 2E "Säi ES, ¿45 und Ka 
EI 2,8 i E| Oz! Hz 
See mer A ad MO y = g i g BE PA = Ka P = 
Vorperiode 
Am 26. XII. 1922 . 14,7 || 959,1) 5,038] 198,2 3.236, 3,154 8,27 
„ 27. XII. ae e 143 756,2! 4,779| 233,6 3,148) 2,933 7,97 
„ 28. XII. 3.140) 815,6| 4,637) 241,7 3,964] 3,661 8,601 
„ 29. XII. . - +. 14,0 || 873,3| 4,805, 216,9, 3,822 3,593 8,677 
„ 30. XII. «+ 14,6, 627,7 4,857, 295,0 4,826| 4,514 9.68 
„ 31. XII. . | . l 15,2 ! 646,9 4,352) 244,8 3,706) 3,343 8,053 
„ LL 1923 | 15,3 || 579,7] 4,339' 237,71 3,672 3,372 8,011 
„ 2I. e 14,7 | 4,922; 239,9 3,610] 3,289 8,532 
Insgesamt . . I a 5919,0 37, un 8/29,984/27,856 67,713 
Im Durchschnitt pro Tag — 4,716) 3,748 3,482 8.44 
Hauptporöde; 
Am 3.1. 1923 . 1,14,3 ||1085,3| 4,663] 203,8) 842) 597 82-5 
ir d . 15,1 | 930,1 4,59 dau 3:3 5325 kk 
„ 5.1L 15,1 1266,3 en 210,0] 232 252 Sada 
” 61 ; 15,4, 1430,2] 4,762! 209,01 56 ¿56 ESR 
e, ch . | 15,8; 977,8] 4,697: 156,4 (923,923 zgi 
„ BL . 1 15,4! 711,6, 3,414, 183,0 s23 ==> 5, 
„ 9.1. a 15,3 /1044,2 3,927, 185,311338) 332 | we 
„ 10.1. . 115,2 | 567,5 3,261' 183,9) 353% 32% | 25° 
Insgesamt . , — '8013,0/34,119 1572,7,23,574,22,302 57,69 
Im Durchschnitt pro Tag , 15,2 '1001,6: 4,265| 196,6 2,947. 2,788 7, 
3. Periode: Grundfutter (Erbsenstroh + Wrucken) + Casein. 
Vorperiode. 
Am 11.1. 1923 - 1 15,3 || 893,3| 4,542) 214,3] 3,044| 2,968. 7,586 
„ 12.1. . | 15,3 | 796,4 7,786| 210,0] 3,033 2,969 10,819 
o. 13:1. . | 15,3 | 772,51 5,956, 216,0) 3,034| 2,959 8,990 
” MI . i 14,5 | 759,5 6,44 | 193,6| 2,649 2,581: 9.098 
„ 151. . | 14,5 | 793,9] 6,851! 185,6) 2,629] 2,597" 9,48 
„ 161. - || 14,8 ı 547,3 4,568! 181,5| 2,5241 2,461 7,0% 
s 111. GE 909 2 6,527. 172,1] 2,896; 2,828' 9,4% 
„ 181 | 14,6 ` 999,8 8,499 _199,0| 3,251) 3,182 11,750 
Insgesamt . i — 6471, 471,9 51, 178; 1572, 1/23,060,22,545. 74,238 
Im Durchschnitt pro Tag aa 8090| 6.394! 196,5] 2883 2818, 9.28 
Hauptperiode. 
Am 19. I. 1923 . 113,9; 876,6] 7,448' 208,6 E] SEd i gge 
„ 20.1. . 114,3 8423| 8,811 211,51] 3821282 + ës 
„ 21.1 . | 14,6 804,9) 7,3701 178,01| 25% $52 / Quiz 
ge, 22.. . (14,31 954,4! 6,812) 195,91 _Se| ¿Se see 
„ 23.1. . | 15,0. 901,4 7.068 204,7 (E 58 Bog zere 
„ 241. , u Li 904,6 7,520 ¡261,2 [2 222 Fui 
. 25.1 . 115,5 1278,2 7,643 164,7 SEO SERE 
„ 26.1 Gen 16,1 ` 904,0 7,147 198 | 7,747. 198,8) 385] 321 SE e, 378 
Insgesamt . . Be OTRE 29.200 1:09 81.299 
Im Durchschnitt pro Tag 14,8. “983, 8 7, 2,610: 2,454. 10,162 
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Für die Stickstoffbilanzen der einzelnen Perioden ergeben sich hieraus 
igende Werte: 





\ 
d SS, 2. Periode 3. Periode 
ls | eN l e | an. 









































| 
imnalh men: | 
Hammel 27 | 
339,9 g Erbsenstroh ...... 5,438 Weg 5,438 deeg), 5,438 
175,8 g Wrucken ........ 2,338 | 177,5| 2,361 | 183,3| 2,138 
10,5 g Harnstoff ....... | 4,872 | = 
39,1 g Casein . . 222220200 Ip. VE | z= | 4,835 
Gesamteinnahme. ....... 12,648 | 7,799 12,711 
i | 
Hammel 32 | 
339,9 g Erbsenstroh `... . 5,438 |desgl.| 5,438 |desgl.|; 5,438 
183,1g Wrucken. ....... | 2,545 | 173,5| 2,256 | 191,6, 2,108 
10,5g Harnstoff ....... | 4,872 — m 
39,1g Casein . ........ | — — | 4,835 
Gesamteinnahme. ....... | 12,855 | 7,694 | 12,881 
| | 
Ausgaben: | 
Hammel 27 
Im Kot 198,78 ........ 2,644 || 194,8| 2,748 || 212,8| 2,668 
„Ham ........... 9,162 4,247 7,563 
Gesamtausgaben . ....... | 11,806 | 6,995 10,281 
Hammel 32 | 
Im Kot 190,88 ........ | 2,547 | 196,6| 2,947 | 2029| 2,601 
e Ham A ` 9,160 4,265 7,552 
Gesamtausgaben . ....... l 11,707 | | 7,212 | | 10,162 
Demgemäß ergaben sich: 
ce Periode 2 | Periodes 
en ie E a ER E => Ke = | EN HR G eeng uN o 
Hammel 27 
Einnahmen ........... 12,648 7,799 12,711 
Ausgaben . . 2.2.2.2 2 220... 11,806 ¡. 6,995 10,231 
N-Ansatz (+) oder -Abgabe (—) + 0,8442  +0,804 + 2,480 
Hammel 32 | 
Einnahmen ........... | 12,855 7,694 12,381 
Ausgaben . . 2.2 2 2 220. ı 11,707 7,212 10,161 


N-Ansatz (+) oder -Abgabe (—) . | +1,148 
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Hiernach hatte Hammel 27 den Harnstoff fast quantitativ wieder 
ausgeschieden, während bei dem zweiten Versuchstier scheinbar ein geringe 
Stickstoffansatz in der Harnstoffperiode stattgefunden haben würde. Diser 
Ansatz ist aber in Wirklichkeit nicht vorhanden, wenigstens nicht in deu 
Maße, denn infolge der wechselnden, mit den Wrucken verfütterten Troecken- 
substanzmengen wurden mit den Wrucken diesem Versuchstier in der 
2. Periode (ohne Harnstoff) pro Tag 0,289 g N weniger gereicht als in der 
Hamstoffperiode. Dasselbe würde für dieses Versuchstier auch in der 
Periode mit Caseinzulage zutreffen, doch spielt hier dieser Fehler nur en 
untergeordnete Rolle, als eine erhebliche N-Retention nach Caseinver- 
fütterung bei beiden Versuchshammeln ganz unverkennbar vorhanden is. 

Dieser Versuch hätte also ergeben, daß bei Verfütterung vor leicht 
lóslichen und hoch verdaulichen Kohlehydraten in Form von Wruckra 
der Stickstoff des Harnstoffs so gut wie quantitativ im Harn wieder zr 
Ausscheidung gelangt. Es geht dies auch aus folgender Überlegung hervor. 
Nimmt man an, daß in der Harnstoffperiode die gleiche, aus dem übriges 
Futter herrührende N-Menge wie in der 2. Periode ausgeschieden wurde, 
so ergibt sich folgende Stickstoffbilanz: 


Hammel 27 Hammel 2 
In der Harnstoffperiode. . ...... . 9,162g N. 9,160 g N 
2» n» Grundfutterperiode ....... 4,247 g N 4,265g Ar 
In der Harnstoffperiode mehr. ..... 4,915 g N 4,893 g N 


Da mit dem Harnstoff pro Kopf und Tag 4,872 g N zugeführt wurden, 
so bedeutet das, dal de: Stickstoff des Harnstoffs quantitativ durch die 
Nieren zur Ausscheidung gelangte. 

Eine eiweißsparende oder eiweißersetzende Wirkung des Harnstoffs 
hat also im Sinne der Bakterieneiweißtheorie bei Verfütterung von Wrucken 
nicht stattgefunden. Wenn eine solche nach den Ergebnissen der erster 
Versuchsreihe als berechtigt angenommen werden mußte, so geht hieraus 
hervor, daß die Heranziehung des Harnstoff-N zum Aufbau von Bakterien- 
eiweiß wahrscheinlich an das Vorhandensein bestimmter Kohleh ydrate 
gebunden ist. Dagegen zeigen die vorliegenden Ergebnisse in Überein- 
stimmung mit denen der ersten Versuchsreihe und entgegen der Ansicht 
von A. Scheunert, daß ein Übergang des Harnstoff-N in die Wolle nicht 
stattfindet, zum mindesten nicht unter den hier gegebenen Versuchsbedin- 
gungen. Daß der Stickstoff des Caseins günstig auf den Stickstoffansat: 
gewirkt hat, ist aus der bei beiden Versuchstieren gleichmäßig vorhandenen 
Stickstoffretention ohne: weiteres ersichtlich und bedarf keiner weiteren 
Erklärung. 

Es bleibt nun noch zu erörtern übrig, ob die Beifütterung von 
Harnstoff die Verdaulichkeit des Gesamtfutters günstig beeinflußt 
hat. Die Berechnung der verfütterten und verdauten Nährstoffmengen 
ergibt sich aus der nachstehenden Tabelle. 
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Ham mel 27 


1. Periode 


10,5 g Harnstoff 


Gesamtverzehr . . 
198,7 g 


Ausgeschieden im Kot 
Trockensubstanz 


2. Periode 


339,9 g Erbsenstroh-Trockensubst. 





177,5g Wrucken -Trockensubstanz 


Gesamtverzehr 
Ausgeschieden 
Trockensubstanz 


Verdaut in g 
O 








” n ZO e . e D 


Hammel 82 
1. Periode 


339,9 g Erbsenstroh-Trockensubst. 
183,1 g Wrucken -Trockensubstanz 


10,5 g Harnstoff 


Gesamtverzehr 
Ausgeschieden im Kot 
Trockensubstanz 


im Kot 194, 8g 


190,8 g 








Verdaut in R 


n N % E Ze 


2. Periode 


339,9 g Erbsenstroh-Trockensubst. 
173,5 g Wrucken -Trockensubstanz 


Gesamtverzehr 
Ausgeschieden im Kot 
Trockensubstanz 





Verdaut i in ng 





1 322,6 


NM 


” n Vi . e . 





HE 483,1 
196,6 g | 
' 169,3 


Rohs 
| Sabina protein 


SS 
| 


339,9 g Erbsenstroh-Trockensubst. | 
175,8 g Wrucken -Trockensubstanz 


34.0 




















12,0 | 153,6 | 2,6 


322,6 | 
163,5 14,6 
486,1 | 48,6 | 
32,8 | 
3146 | 158 
64,7 325 
| 
322,6 ¡34.0 | 
164,7 | 14,0 | 
48,0 
168,7 | 35,5 
318,6 | 145 | 
654 30,2 
322,6 | 34,0 
170,6 | 15,9 
493,2 | 49,9 
165,8 29,1 
. | 327,4 | 20,8 
66,4 417 
1605 | 141 Ai l 
48,1 | 
36,1 | 
313,8 
65,0 25 Al] 


65,7 














o I Nefreie |Rohfett| A. Rohfett 
Extrakt. SS 
stoffe pr 
A S 
109,6 | 43 
127,6 | 16 | 
ER Ss 
237,2 | 5,9 
842 | 3,0 
153,0 | 29 | 
645| 391 
| 
109,6 | 43 | 
1278 | 12 ı 
237,4 | 55 
5 | 808131 | 
1568 | 24 
66,0. 48.6 
| 
109,6 | 4,3 | 
130,0 | 1,3 
239,6 | 5,6 
833 | 26 
156,3 ' 3,0 
652 585 
| 
109,6 | 4,3 
124,1 yd 
233,7 5,7 
80,1 | 3,1 | 





| 
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Roh» 
faser 


—b 


1747 
19,7 


194 4 


68,4 


126,0 
64,8 


174,7 
21,7 


196,4 
68,6 


127,8 
65 A 


174,7 
23,6 
198,3 
643 


"134.0 


67,6 


174,7 
21,0 
195,7 


68,6 


a 
0 


Aus dieser Zusammenstellung geht hervor, daß er in der 
Periode ohne Harnstoff überhaupt keine Verdauungsdepression ein- 
getreten. ist, oder aber daß der Harnstoff diese nicht aufzuheben ver- 


mocht hat. 


Jedenfalls erscheint uns in dem vorliegenden Versuche 


ein Einfluß der Harnstoffverfütterung auf die Verdaulichkeit des 
Grundfutters nicht vorhanden und auch nicht möglich zu sein, weil, 
. wie wir auf Grund der N-Bilanzen nachgewiesen zu haben glauben, 
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der Stickstoff des Harnstoffs durch die Nieren quantitativ wieder 
ausgeschieden worden ist. Übrigens hat W. Völtz nach mündlichen 
Mitteilungen mit Harnstoff bei Zufütterung von Runkeln als kohle 
hydratreichem Futter gleichfalls weniger gute Erfahrungen gemacht. 
Es muß daher angenommen werden, daß Harnstoff im Sinne der 
Bakterieneiweißtheorie auch beim Wiederkäuer nur dann eiweib. 
ersetzend wirken kann, wenn bestimmte Kohlehydrate, z. B. Stärke 
und Zucker, in reichlicher Menge beigefüttert werden. Dem Ham- 
stoff bei der Ernährung des Wiederkäuers von vornherein jede eiweib- 
sparende oder eiweißersetzende Wirkung abzusprechen, ist nach der 
Mehrzahl der bislang hierüber vorliegenden Untersuchungen nicht an- 
zunehmen. Denn daß dem Harnstoff im Stoffwechsel der Wiederkäuer 
gewisse Wirkungen nicht abzusprechen sind, geht schon ohne weitere: 
daraus hervor, daß derselbe, einer Futterration mit sehr weitem Nähr- 
stoffverhältnis zugelegt, genau so wie andere Amide die sonst unter 
diesen Verhältnissen eintretende Verdauungsdepression zu hinden 
vermag. Auch konnte ich in Gemeinschaft mit E. Müller!) bei Ver- 
suchen mit Milchkühen nachweisen, daß zweifelsohne ein Teil des 
Milcheiweißes hier nur unter Zuhilfenahme des Stickstoffs vom Harı- 
stoff gebildet sein konnte. 


1) Vorläufige Mitteilung in Zeitschr. f. angew. Chem. 36, 45, 1922. 


Untersuchungen über einige physiologische Eigenschaften 
der Strahlenpilze. 
Von 
Carl Näslund und K. G. Dernby. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des Schwedischen Staates 
zu Stockholm.) 


(Eingegangen am 12. März 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Versuchsmethodik. 
a) Species. 

Da die Strahlenpilze in vielen Punkten große Verschiedenheiten 
zeigen, war es notwendig, die Untersuchungen an einer größeren Anzahl 
von verschiedenen Stämmen auszuführen. Die Bakterienstämme, welche 
bei unseren Versuchen zur Anwendung kamen, erhielten wir teilweise 
von Krals Museum in Wien und vom staatlichen Seruminstitut in 
Kopenhagen, teilweise wurden sie von uns selbst rein gezüchtet. 


Die im folgenden angeführten Stämme erhielten wir von Fr. Krals 
Museum. - Alle sind aerob. 
1. Act. hominis, Landsteiner. 
An sé Affanassiew. 
„ Ccorneae, Löwenstein. 
vn Asteroides, Eppinger. 
vn  rosaceus, Kayser. 
Nr. 39, Lieske. 
Se 40, ` (Rachenabstrich). 
29 29 5 , 99 PR) 
39 29 6l, , 
10. Streptotrix bovis, Sanfelice. 


O Ll re o po 


11. = buccalis, Winslow. 

12. Y polychromogenes, Valée. 

13. S laminili, Gaffky. 

14. = rubra, Sanfelice. 

15. Ge chalcea. 

16. = farcinica (Nocard). 

17. ss hominis (Lungenaktinomykose), Budapest. 
18. Es Madurae, Vincent. 


Aus dem staatlichen Seruminstitut in Kopenhagen haben wir erhalten 
19. Act. Bostroem. 
20. ,, asteroides, Eppinger. 
21. Steptrotrix ruba. 
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Von uns gezüchtete Stämme: 
22. Aerob, sporenhaltig, von Gras. 


23. e ge rotgelb, von Gras. 

24. Sé = von Getreide. 

25. Anaerob, aus Eiter (von Aktinomykose beim Menschen). 
25. 7 aus einem Speichelstein. 


Sämtliche Bakterienstämme zeigten ein kräftiges Wachstum und 
waren in den letzten Monaten vor den Versuchen auf Agar gewachsen. 
Das Impfmaterial bestand in der Regel aus Agarkulturen, welch 
eine Woche alt waren. Bei jedem Versuche wurden sämtliche Kulturen 
auf ihre Reinheit untersucht. 


b) Nährsubstrate. 


Bei den Versuchen, das geeignetste Nährsubstrat für Strahlen- 
pilze festzustellen, wurden die Substrate verwendet, welche unten 
aufgezählt sind. Da die Art der Zubereitung dieser Substrate nicht 
von der normalen abweicht und daher leicht in der Literatur nach- 
geschlagen werden kann, soll hier auf dieselbe nicht eingegangen werden. 

Beim Studium der Wasserstoffionenkonzentration wurde immer 
gewöhnliche, mit Pepton versetzte Kalbsbouillon verwendet, die auf 
folgende Weise zubereitet wurde: 


l kg gemahlenes, feines Kalbfleisch wurde mit 2 Liter Leitungswasser 
versetzt und die Mischung 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Dann wurde die Infusion 2 Stunden lang auf 100° erwärmt und 
filtriert; zu dem Filtrate wurden 1,5% Pepton (Witte) und 0,5 °,, Kochsalz 
zugesetzt. Hierauf wurde die Bouillon mit Natriumhydroxyd oder mit 
Natriumcarbonat neutralisiert; die Alkaleszenz wurde so gehalten, das 
die py der Zahl 8 entsprach. Nachdem dann die Bouillon noch einmal für 
kurze Zeit gekocht und filtriert worden war, wurde die Alkaleszenz in gt- 
wöhnlicher Weise in 10 ccm Bouillon mit Hilfe von Phenolphthalein als 
Indikator und Sórensens Phosphatmischungen als Vergleichsflüssigkeiten 
justiert. Durch Zusatz von berechneten Mengen Natriumhydroxyd ode: 
Salzsäure zu der ganzen Bouillonmenge wurde dann die gewünschte Alkales- 
zenz erhalten. 


Die Bouillon wurde in gewöhnlichen Tuberkulinkolben von 200 cer 
Inhalt 20 Minuten lang bei 110° sterilisiert. 


Bei der Sterilisation des Nährsubstrates ergab es sich, daß sich desch 
Wasserstoffionenkonzentration oft änderte. Diese Frage wurde von Mudg 
(1917), Foster und Randall (1921) sowie von Dernby und Alander (191 
genau studiert, und es zeigte sich bei diesen Untersuchungen, daß dr 
Wasserstoffionenkonzentration nach der Sterilisierung größer oder geringer 
sein kann, ohne daß man immer voraussagen kann, nach welcher Richtuu 
hin die Veränderung erfolgt. Bei Anwesenheit von Zucker ist die Reaktion 
nach der Behandlung im Autoklaven stärker sauer. Es ist daher notwendig. 
die Wasserstoffionenkonzentration nicht nur vor der Sterilisierung, sondem 
auch nach derselben genau zu justieren, nötigenfalls durch Zusatz von 
steriler Salzsäure bzw. von sterilem Natriumhydroxyd. 


Eigenschaften der Strahlenpilze. 499 


c) Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration. 

Bei der Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration haben 
wir uns hauptsächlich der kolorimetrischen Methode nach Sörensen 
mit Indikatoren nach Clark und Lubs bedient. Die Standardlösungen 
wurden mittels der elektrometrischen Methode kontrolliert. 

In sämtlichen Fällen, wo die Wasserstoffionenkonzentration in 
den Kulturen bestimmt wurde, war die Bouillon vollständig klar und 
frei von störenden Verfärbungen durch die Kulturen. Alle kolori- 
metrischen Bestimmungen wurden bei Zimmertemperatur ausgeführt. 


d) Untersuchungen über proteolytische Vorgänge. 

Die Bestimmung von proteolytischen Enzymen wurde an wachsen- 
den Bakterien, an filtrierter Bouillonkultur (Ektoenzyme) und an 
autolysierten Strahlenpilzbakterien (Endoenzyme) ausgeführt. 

Bei der Untersuchung der proteolytischen Enzyme bei wachsenden 
Bakterien kamen lOproz. Gelatine, koaguliertes Hühnereiweiß sowie 
koaguliertes Rinder- und Kaninchenserum zur Anwendung. Für die 
weitere Untersuchung von Ekto- und Endoenzymen bedienten wir 
uns zweier Methoden, einerseits der Verflüssigung von Gelatine und 
andererseits der Spaltung von Pepton. Im ersteren Falle wurden 
die Versuche nach der Gelatinemethode von Fermi ausgeführt, mit 
der man Enzyme von peptonartiger Natur und stark wirkende Tryp- 
tasen nachweisen kann, nicht aber schwache Tryptasen und Ereptasen. 
Bei den Versuchen über peptonspaltende Enzyme wurden 0,5 bis 1 ccm 
der Bouillon bzw. der autolysierten Bakterien zu 10 ccm 4proz. Pepton 
(Witte) von verschiedenem Alkaleszenzgrade zugesetzt. Die Proben 
verblieben eine bestimmte Zeit im Thermostaten, worauf der Amino- 
stickstoff nach Sörensens Formolmethode bestimmt wurde!). 

Da es schwierig ist, bei diesen beiden Versuchsanordnungen ab- 
solute Sterilität zu erhalten, wurde in allen Fällen eine Mischung von 
Chloroform, Toluol und Äther zugesetzt (bis zu ungefähr 0,59%). Eine 
störende Einwirkung fremder Bakterien während der Versuchszeit 
konnte nicht bemerkt werden. Bei allen Versuchen wurde gleich- 
zeitig eine hinreichend große Anzahl von Kontrollreihen aufgestellt. 

Der Gesamtstickstoff wurde nach der Methode von Kjeldahl bestimmt. 

Der Ammoniakstickstoff wurde in der Weise bestimmt, daß eine 
bestimmte Menge von n Kaliumcarbonat zu der Probe zugesetzt wurde, 
worauf 30 Minuten lang ein kalter Luftstrom hindurchgesogen wurde; 
das Ammoniak wurde in Schwefelsäure aufgefangen und dann mit 
Vesslera Reagens (nach Folin) bestimmt. 


1) Eine ausführliche Schilderung der Versuchsmethode beim Nachweis 
von proteolytischen Enzymen findet sich in unserem Aufsatz über Tuberkel- 
bazillen in dieser Zeitschrift. 
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II. Das Wachstum der Strahlenpilze auf künstlichen Nährböden. 
Man findet in der Literatur zahlreiche Angaben darüber, daß sich 


gewisse Substrate für die Züchtung von Strahlenpilzen besonders gut ` 


eignen. Diese Angaben beziehen sich jedoch in der Regel nur auf die 
Untersuchung eines oder einiger weniger Stämme, während systematisch 
Untersuchungen über eine größere Anzahl von Strahlenpilzen selten sind. 

Silberschmidt (1900) führt an, daB Glycerin oder Traubenzuckeragar 
besonders geeignete Nährsubstrate für Strahlenpilze darstellen. Lieske (1921), 
der eine genaue Untersuchung über eine große Anzahl von Strahlenpilzen 
ausgeführt hat, hebt hervor, daß der Zusatz von Glycerin oder von Trauben- 
zucker zum Agar gewöhnlich das Wachstum befördert. Auf Malzextrekt- 
und Bierwiúrzeagar soll nach dem gleichen Verfasser das Wachstum wesentlich 
üppiger sein als auf gewöhnlichem Agar. 

Wir haben vergleichende Untersuchungen über das Wachstum 
der Strahlenpilze auf Fleischbouillon, Ragitbouillon, Glycerinbouillon, 
Traubenzuckerbouillon, Serumbouillon, Ascitesbouillon, Peptonwasser, 
Galle, Milch, Lackmusmilch nach Petruschky, auf Maltose- und Glucose- 
peptonnährböden, auf Kartoffelwasser und Heuwasser, auf verschie- 
denen eiweißfreien Substraten, ferner auf Agar, Glycerin-, Trauben- 
zucker-, Maltose-, Mannit- und Saccharoseagar, auf Hämoglobinagar, 
Serumagar, Ascitesagar, Eigelbagar, Malzextrakt- und Bierwürzeagar, 
auf Gelatine, auf verschiedenen Serumsubstraten, auf Kartoffelnähr- 
böden und auf verschiedenen Eisubstraten angestellt. 

Bei diesen Untersuchungen ergab es sich, daß sämtliche Stämme 
in der Regel auf allen oben genannten Substraten gut wuchsen und 
daß man nicht mit Bestimmtheit ein spezielles Nährsubstrat bezeichnen 
kann, welches für die Züchtung von Strahlenpilzen besonders geeignet 
ist. Auch der Zusatz von Glycerin und von Zuckerarten zu den ge- 
wöhnlichen Nährsubstraten schien das Wachstum nicht in bemerkens- 
wertem Grade zu beeinflussen. 


IH. Das Wachstum der Strahlenpilze bei verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration. 


Wir haben in der Literatur keine Untersuchung über den Zu- 


sammenhang zwischen Wachstum und Wasserstoffionenkonzentration 
angetroffen. Dagegen findet man in der Literatur oft kürzere Angaben 
über die Einwirkung von Säuren oder von Alkalien auf das Wachstum 
der Strahlenpilze. Die dem Anscheine nach am genauesten ausgeführte 
Untersuchung hierüber stammt von Lieske (1921) her, der durch Zusatz 
von Säure bzw. von Alkali zu gewöhnlicher Bouillon feststellte, daß alle 
Formen des Strahlenpilzes in Übereinstimmung mit anderen Mikroorga- 
nismen für höhere Grade von Säure und Alkali sehr empfindlich sind. 

Unsere Versuche wurden im großen und ganzen in der gleichen 
Weise ausgeführt wie unsere früheren Untersuchungen über die 
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Tuberkelbazillen (s. diese). Sowie 
bei diesen wurde auch hier die 
Py -Grenze und das p,,-Optimum 
für das Wachstum verschiedener 
Stämme bestimmt. In allen Fällen 
wurde gewöhnliche Bouillon ver- 
wendet. Sämtliche Proben waren 
vollkommen rein. Als Impfmate- 
rial kamen sowohl Agar- als auch 
Bouillonkulturen zur Anwendung. 
Ein Unterschied hinsichtlich des 
Wachstums bei verschiedenen 
W asserstoffionenkonzentrationen 
zwischen dem Impfmaterial von 
Agar und von Bouillonkulturen 
konnte nicht nachgewiesen 
werden. 

In Tabelle I wurden die 
Resultate einer Untersuchung an 
sechs verschiedenen Stämmen zu- 
sammengestellt. Der Grad des 
Wachstums wurde mit den Ziffern 
von 1 bis 4 bezeichnet. 

Es ergab sich bei diesen Ver- 
suchen, daß die Strahlenpilze 
innerhalb eines recht breiten Be- 
reiches der Wasserstoffionenkon- 
zentration wachsen und daß sie 
demnach nicht zu jenen Mikro- 
organismen gerechnet werden 
können, welche, wie Pneumo- 
kokken, Diphtheriebazillen und 
eine Anzahl anderer Bakterien, 
eine recht bestimmte Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Mediums 
erfordern, um sich in der Bouillon 
vermehren zu können. Die saure 
Grenze für das Wachstum der 
Strahlenpilze kann bei py = 5, 
die alkalische bei py = 9 ange- 
nommen werden. 

Das Optimum für das Wachs- 
tum der Strahlenpilze scheint bei 


Tabelle 1. 


Gezüchtet in 40 cem Bouillon. 


Temperatur 37°C. 


Wachstum der Strahlenpilze bei verschiedenen py. 
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sämtlichen Versuchen zwischen py = 7 und pu = 8 zu liegen. Inner- | 
halb dieser Grenzen kann man in vielen Fällen nach 16 bis 18 Stunden 


ein makroskopisch ' deutliches Wachstum auf Bouillon erhalten. Di 
gewöhnlichen im Laboratoriumsgebrauche verwendeten Substrate 
dürften in der Regel etwas stärker sauer sein als die hier angegebene 


Grenze für das optimale Wachstum. Man soll daher bei der Herstellung ` 


von Nährsubstraten von Strahlenpilzen darauf achten, daß die Sub- 
strate hinreichend alkalisch werden. 


Zwischen Actinomyces und Streptotrix haben wir, was das Ver- ` 


hältnis zwischen Wachstum und Wasserstoffionenkonzentration an- 
belangt, keinen Unterschied beobachten können. 


IV. Die Veränderungen der Wasserstoffionenkonzentration des Substrate. 
während des Wachstums der Strahlenpilze. 

Es hat sich ergeben, daß eine große Zahl von Mikroorganismen. 
und zwar sowohl pathogene als auch saprophytäre, die Fähigkeit 
haben, während ihres Wachstums auf einem Substrate die Wasserstoff- 
ionenkonzentration desselben zu verändern. Eine diesbezüglich? 
Untersuchung über die Strahlenpilze liegt, soviel wir wissen, bisher 
in der Literatur nicht vor. | 

Unsere Versuche wurden sowohl mit zuckerhaltigen als auch mit 
zuckerfreien Substraten ausgeführt. Gleichzeitig mit der Bestimmung 


der wirklichen Azidität der Flüssigkeit mittels Untersuchungen der ` 


Wasserstoffionenkonzentration wurden auch die Alkalireserven des 
Substrates oder das ‚‚Pufferver- 
mögen‘‘ der Flüssigkeit durch gre- 
wöhnliche Titrierung mit Alkalı 
oder Säure bestimmt, wob 
Phenolphthalein als Indikator 
verwendet wurde. Die Versucht 
wurden mit kräftig wachsenden 
Kulturen auf 200 ccm Bouillon 
in Tuberkulinkolben ausgeführt. 


9 
Pr 





5 Alle Kulturen wurden auf ihr 
Reinheit untersucht. 
Abb.1. Darstellung der py’ Veränderungen während BEN 3 , 
des Wachstums einer Strahlenpilzkultur. Bei sämtlichen Untersuchun- 
Bauillon ohne Zucker, gen von Kulturen, welche auf 





EE Bouillon + 1%/¿ Glucose. 


zuckerfreier Bouillon wuchsen. 
wurde EH daß die Aziditát während des Wachstums Ben 
In der Regel nahm die Azidität der Bouillon von py = 7 auf py = 
ab, bei sehr alten Kulturen konnte sie noch etwas weiter en 
(vgl. Tabelle II). 
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Tabelle II. 


Py - Veränderungen während des Wachstums der Strahlenpilze in gewöhn- 
licher Bouillon bei 37°C. 








Nr. | Am Anfang Nach 4 Tagen | Nach 8 n. Nach 17 Tagen |! Nach 30 Tagen 
3 7,1 | 7,5 8,0 83 
5 7,0 7,6 7,9 8,1 
11 7,0 7,3 8,1 8,3 
13 7,2 7,6 | 8,1 8,3 
17 | 7,3 7,5 8,2 8,3 
20 7,0 7,2 | 7,9 8,3 
Kontroll- 
bouillon 7,1 7,1 7,0 7,0 





Gleichzeitig mit den Untersuchungen úber zuckerfreie Bouillon 
wurde eine Anzahl ähnlicher Versuche mit lproz. Glucosebouillon 
ausgeführt. Die Resultate dieser Versuche (s. Tabelle III) zeigen, 
daß die Azidität anfangs recht bedeutend steigt (in einem Falle von 
Py = H auf De = 5,6 nach 8 Tagen), dann aber wieder abnimmt, so 
daß die Reaktion der Bouillon nach einem längeren Wachstum wiederum 
die gleiche ist wie bei der Ursprungsreaktion. Bekommen die Kulturen 
die Möglichkeit, noch weiter zu wachsen, so steigt die Alkaleszenz in 
der glucosehaltigen Bouillon noch mehr und erreicht schließlich die 
gleichen p,-Werte wie in den zuckerfreien Kulturen (s. Abb. 1). 


Tabelle III. 


PH -Veränderungen während des Wachstums der Strahlenpilze in 1proz. 
Glucosebouillon bei 37°C. 


Nr. ` Ar ‚ Am n Anfang E We 4 Tagen | Nach 8 Tagen | Nach 17 Tagen | Nach 30 ae 


3 i 6,5 5,6 | 7,0 














| 7,0 8,3 
17 | 7,1 6.8 6,8 72 | 82 
on TI 71 7,0 7,3 | 7,8 8,3 

Kontroll- | 

bouillon | 7,0 7,0 7,0 | — 7,0 





Ein deutlicher Unterschied zwischen der Fähigkeit bei verschie- 
denen Strahlenpilzen, die Reaktion der Substrate während des Wachs- 
tums zu verändern, konnte nicht konstatiert werden. 


Untersuchung über proteolytische Enzyme bei Strahlenpilzen. 


Es ist eine seit langer Zeit bekannte Tatsache, daß die Strahlen- 
pilze proteolytische Enzyme bilden (vgl. Lieske). Eine nähere Unter- 
suchung über die Enzyme dieser Mikroorganismen wurde von Waksman 
ausgeführt; dieser Verfasser glaubt sowohl Ekto- als auch Endoenzyme 
mit proteolytischer Wirkung gefunden zu haben. 

Da die Einwirkung der proteolytischen Enzyme auf die Substrate 
für die Entstehung von Reaktionsänderungen eine wichtige Rolle 
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spielt, haben wir in der früher beschriebenen Weise die proteolytisch: 
Wirksamkeit der Strahlenpilze näher untersucht. 

Bei direkter Untersuchung der Einwirkung von wachsender. 
Strahlenpilzkolonien auf Gelatine, Hühnereiweiß und Serum zeigten 
die meisten Stämme eine kräftige proteolytische Wirkung (Nr.1, 2, 
3, 4, 6, 7, 8, 9, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20. 22, 24). 

Sowohl auf Gelatine als auch auf Pepton konnten extrazellulär 
wirksame Enzyme bei sämtlichen fünf untersuchten Strahlenpilzen 
(Nr. 3, 8, 13, 17, 22) nachgewiesen werden. Die Untersuchung wurde 
nach l5tägigem Wachstum auf’ 200 ccm gewöhnlicher Bouillon in 
Tuberkulinkolben bei 37°C ausgeführt. 

Auch die gewaschenen und nachher autolysierten Strahlenpilze 
zeigten eine deutliche proteolytische Einwirkung auf Gelatine und 
auf Pepton. Diese Wirkung war jedoch bedeutend schwächer als jene, 
welche durch die von den Bakterien abfiltrierte Bouillon hervorgerufen 
wurde. Die Grenze der Wasserstoffionenkonzentration, innerhalb 
welcher diese proteolytischen Enzyme ihre Wirksamkeit ausübten, 
entsprach ungefähr den Grenzen für das Bakterienwachstum. 

Auf Grund dieser Versuchsresultate muß man somit annehmen, 
daß die Strahlenpilze sowohl extra- als auch intrazelluläre proteo- 
lytische Enzyme besitzen. und daß die am meisten hervortretenden 
Enzyme tryptischen Charakter besitzen oder, mit anderen Worten, 
sekundäre Proteasen sind. 

Auch schien es, als ob die Strahlenpilze ziemlich kräftig wirksame 


Desamidasen besitzen. 
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I. Problemstellung. 

Schon seit mehr als drei Jahrzehnten ist die Frage nach der Bildungs- 
weise und der chemischen Natur des Diphtheriegiftes von den ver- 
schiedensten Forschern diskutiert worden. . 

Ein kurzer Überblick über die Ansichten der einzelnen Autoren 
w diesen Fragen sei hier vorausgeschickt. 


a) Arbeiten über die chemische Natur des Diphtherietoxins. 


Die Entdecker des Diphtherietoxins, Rour und Yersin (1898/99), 
haben ebenso wie Löffler das Toxin anscheinend als einen Stoff von dem 
Charakter der Enzyme aufgefaßt, der von den Diphtheriebazillen w GE 
ihres Lebens ausgeschieden wird. 
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Gamaleja (1892) war der Ansicht, daß das Toxin kein wirkhehes 
Sekretionsprodukt sei, daß vielmehr der Übergang des Giftes in die Bouillon 
durch Auslaugung der toten Bakterienkórper zustande káme. 

Gegen Gamalejas Ansicht wandten sich Kossel (1893) und Rist (19031 
Kossels Schlußfolgerung lautete: „Das Diphtheriegift wird aus dem dar- 
gebotenen Náhrmaterial innerhalb der Bakterienzelle gebildet und alsbald 
sezerniert”. 

Demgegenüber haben Murillo (1904) und Brieger und Boer (18%) 
die abgetöteten Diphtheriebazillen viel giftiger gefunden als Kossel. Madsen 
(1908) schließt sich Kossel an. Er schreibt: „Das Toxin muß als ein echtes 
Sekretionsprodukt aufgefaßt werden”. Guinochet (1892), Uschinsky (18% 
und 1897) und Hadley (1907) berichteten, daß sie gutes Wachstum sowie 
Toxinproduktion der Diphtheriebazillen in synthetischen Nährsubstraten 
erhalten haben. Wenn ihre Versuche einwandfrei wären, müßten sie ak 
Beweis für die Sekretionstheorie gelten. Dagegen haben viele andere, 
unter ihnen neuerdings Robinson und Retiger (1917) sowie Davis (1919). 
gezeigt, daß man wohl gutes Wachstum, aber nie eine gute Toxinbildung 
erhält, wenn nicht Fleischextrakt oder Pepton anwesend ist. Hida (1908) 
und Teruuchi und Hida (1912) bemerken, daß höhere Peptone und Albumosen 
besonders wichtig sind, um gutes Toxin zu bekommen. Ähnliche Schlüsse 
können aus der Arbeit von Walbum (1909) gezogen werden. Daß die Natur 
des zugesetzten Peptons eine große Rolle spielt, haben die meisten Autoren 
hervorgehoben. Überhaupt scheint man zu dem Schlusse gekommen zu 
sein, daß das Witte-Pepton das vorteilhafteste Substrat für die Toxin- 
bildung sei. Dieses Pepton besteht bekanntlich größtenteils aus höheren 
Eiweißabbauprodukten, besonders Albumosen. 

Andere Peptone, wie das Martin-Pepton [Martin (1898), Penfold (1921), 
Abt und Loiseaux (1922)], das ‚„‚Polypeptide‘-Pepton von Bunker und das 
Douglas-Hartleysche (1922) trypsingespaltene Pferdefleisch, welche alle 
gutes Toxin gegeben haben, scheinen nach ihrer chemischen Natur nicht 
weit entfernt von dem Witte-Pepton zu sein, d. h. sie bestehen vorwiegend 
aus höheren Eiweißabbauprodukten. 

Es ist vielfach gezeigt worden, daß, wenn tiefgespaltene Eiweiß- 
produkte anwesend sind, zwar das Wachstum üppig sein kann, aber die 
Toxinbildung sehr gering ist. 

Es kann daher als festgestellt angesehen werden, daß in irgend einer 
Weise höhere Peptide für die Toxinbildung Bedingung sind. 

Erwähnt muß auch werden, daß Ehrlich (1898) und andere die Meinung 
ausgesprochen haben, daß das Diphtheriegift aus zwei oder mehreren 
Komponenten bestehe, aus einem , Toxin'** und einem ,,Toxon** und dabei 
auch ‚„Toxoiden“. Diese Anschauung ist von v. Calcar (1904), Morgenroth 
(1904), v. Dungern (1904) und Bechhold (1919) unterstützt worden. 

Dagegen heben Arrhenius und Madsen (1906) hervor, daß das Diphtherie- 
gift homogen und von chemisch definiertem Charakter sei. 

In einer früheren Arbeit hat einer von uns (Walbum, 1909) eine Tat- 
sache angeführt, die hier weitere Aufschlüsse geben kann. Er bemerkte, 
daß bei verschiedenen Bakteriengiften, besonders bei dem Staphylolysin, 
die Giftwirkung durch Zusatz von Pepton bedeutend erhöht wird, während 
die zerriebenen Bakterien selbst ziemlich ungiftig sind. Er stellte die Hypo- 
these auf, daß aus den Bakterien nicht das Toxin, sondern ein ungiftiges 
„Protoxin‘ sezerniert wird, das durch Anlagerung von Albumosemolekülen 
das Tóxin gibt. In einer vor kurzem publizierten Arbeit (Walbum 1923) 
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ugt er an Hand größeren experimentellen Materials, daß diese Beob- 
htung auch auf Diphtheriebazillen zutrifft. 

Ähnliche Gedanken sind von Morgenroth und Pane (1906) und Morgen- 
th (1912) ausgesprochen. 

Möglicherweise ist die von Delezenne (1902), Kyes und Sachs (1903), 
[orgenroth und Pane untersuchten Lecithinwirkung auf die Schlangen- 
imnolysine von ähnlichen Natur. 

In einer vorläufigen Mitteilung entwickeln Moloney und Hanna (1921) 
uch einen ähnlichen Gedankengang. Sie äußern: ‚A non-toxic substance 
wax be produced during the period of cell-division, which is transformed 
ıto toxin, or this non-toxic substance acts on some constituents of the 
roth and produces toxin.“ Davis und Ferry (1919) sind bei dem Studium 
ber verschiedene Bedingungen für die Toxinproduktion zu der Schluß- 
‚lgerung gekommen: ‚The results obtained favour the belief, that the 
Jıphtheria Toxin is not a synthetic product but rather a catabolic substance 
laborated by B.. Diphtheria only in presence of certain aminoacids and 
‚ccessory factors; the latter probably of vitamine character‘. 

Abt und Loiseaux (1922) diskutieren ebenfalls die Frage nach der 
3lldung des Diphtherietoxins in folgender Weise: Sie stellen die zwei 
Möglichkeiten auf: ,,Est-elle (das Diphtherietoxin) un produit de sécrétion 
mu d’exerötion du microbe, résultat fatal de la vie microbienne quel que soit 
(aiment offert, ou bien tire-t-elle son origine d'un élément du milieu que le 
bacille amène à un stade déterminé de desintegration ou de transformation ?** 

Die angeführte Literatur zeigt, daß über die Entstehungsweise des 
Diphtherietoxins keine Einigkeit herrscht. Viele Theorien sind aufgestellt 
worden, ohne daß die eine oder die andere bevorzugt werden kann oder 
so gut experimentell begründet ist, daß sie allgemein angenommen werden 
könnte. 

Was nun die chemische Natur des Diphtherietoxins anlangt, so wissen 
mr hierüber ebensowenig. Die heutigen chemischen Methoden versagen, 
wenn es sich um ein so schwieriges Problern handelt. Doch haben wir durch 
Anwendung verschiedener Methoden immerhin einige Anhaltspunkte 
bekommen, die etwas Licht auf das Problem werfen können. 

Der Proteincharakter des Diphtherietoxins wurde zuerst ziemlich 
allgemein angenommen, so z. B. von Uschinsky (1893), Brieger und Fränkel 
(1890), Wassermann und Proskauer (1891), Dziersgowski und Rekowski 
(1892). Später machten Brieger und Boer (1896) geltend, daß das Diphtherie- 
toxin kein Proteinstoff sei, und daß sie Zinktoxinverbindungen rein dar- 
gestellt hätten; aber Walbum hat es wahrscheinlich gemacht, daß hier 
ein Irrtum vorlag (Madsen 1908). Gamaleja hielt das Toxin für ein Nucleo- 

proteid. Salkowski (1922) meint, daß man sowohl Toxin wie Antitoxin 
eiweißfrei bekommen kann. 

Ob das Toxin ein Eiweißstoff ist oder nicht, läßt sich unmöglich ent- 
scheiden. Jedenfalls hat man es immer zusammen mit Proteinstoffen oder 
dessen Spaltprodukten, von denen es sich nicht trennen läßt, gefunden. 

Für die Molekülgröße des Diphtherietoxins haben wir einige Anhalts- 
punkte durch einige Diffusions- und Dialyseversuche. Auch Salzfällungen 
lassen hierüber Schlüsse zu. 

Das Diphtherietoxin fällt nahezu quantitativ mit der Albumosefraktion 
(Madsen 1909). 

Schon Roux und Yersin haben gefunden, daß das Diphtherietoxin 
durch Pergament, aber kaum durch Collodium diffundiert. Dasselbe haben 
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Brieger und Fränkel (1890), Wassermann und Proskauer (1891), +. Calcar 
(1904) und Römer (1905) gefunden. Dies deutet also darauf hin, daß das 
Diphtherietoxin eine kleinere Molekulargröße als die echten Proteine, 
aber eine bedeutend größere als die leicht dialysierbaren Stoffe besitzt. 

In neuerer Zeit hat Bechhold (1919) einige Versuche über die Ultra- 
filtration von Diphtherietoxin veröffentlicht. Er teilt den ZEhrlschschen 
Standpunkt, der die Existenz von ,,Toxin'* und ‚Toxon‘ annimmt. Er 
zeigt, daß Ultrafiltra, die noch Spuren von Hämoglobin durchlassen, das 
Diphtherietoxin zurückhalten können. Aber er weist auch darauf hin., 
daß es nicht möglich ist, hieraus Schlüsse über die Molekulargröße des 
Diphtherietoxins zu ziehen, weil das Diphtherietoxin ein stark absorbıer- 
barer Körper ist, dessen Zurückhaltung durch das Ultrafilter nur teilwese 
durch die Enge der Poren bedingt wird. 

In ähnliche Richtung weisen die interessanten Versuche von Arrkeniu 
und Madsen hin (s. Arrhenius: Immunochemie 1904) über die Diffusion 
des Diphtherietoxins durch Gelatine. Wenn ungiftige Mischungen ves 
Toxinantitoxin über eine Gelatinesäule geschichtet wurden, so diffundierte 
das Toxin viel schneller als das Antitoxin, was auf ein relativ kleines 
Molekulargewicht des Toxins schließen läßt. 

r die Zerstörung des Diphtherietoxins bei verschiedenen Tempe- 
raturen und Wasserstoffionenkonzentrationen liegt ein großes Mater:al 
vor, Arrhenius und Madsen (1903 und 1906), Walbum (1922). 

Über den Einfluß von proteolytischen Enzymen auf das Diphtherietoxin 
liegen viele ältere Angaben vor. Die meisten Autoren haben gefunden. 
daß proteolytische Enzyme sowohl tierischen wie pflanzlichen Ursprung: 
das Toxin sehr schnell zerstören. Neuerdings ist dies auch von Derby 
und Siwe (1922) bestätigt worden. Sie fanden, daß das Trypsin das Dipt- 
therietoxin sehr schnell zerstört. Eine ähnliche Wirkung hatten auch dı 
in den zerriebenen Diphtheriebazillen vorhandenen proteolytischen Enzyni:. 

Auch eine neue Arbeit von Warden, Connell & Holly (1921) muß erwähnt 
werden. Diese Verfasser erklären kategorisch, daß das Diphtherietoxn 
eine Fettsubstanz sei, und behaupten, man könne durch geeignet: 
„kKolloidale‘‘ Mischungen von gewöhnlichen Fetten und Bouillon ein wahres 
Diphtherietoxin synthetisieren. 


b) Theoretische Anschauungen über die Natur der Toxine. 


In aller Kürze müssen wir hier auch einige Ansichten über die Natur 
des Diphtherietoxins erwähnen, die sich bei theoretischen Verfassern finden. | 
Es scheint, als hätte man es für unmöglich gehalten, mit rein chemischeu 
Methoden das Toxinproblem angreifen zu können. Neuerdings ist mat 
daher ziemlich allgemein zu der Ansicht übergegangen, daß die giftigen 
Wirkungen physikochemischen Verhältnissen, d. h. Oberflächenspannunf. 
Teilchengröße, Dispersionsgrad usw. zuzuschreiben sind, d. h. man hat 
einen ,,kollvidehemischen* Gesichtspunkt auf das Problem angelegt. Al: 
Vertreter dieser Anschauung können Pick, Abderhalden, Morgenroth, Borde. 
Traube, Vaughan, Nicolle u. a. m. genannt werden. 

So äußern u. a. Traube (1911), daß ,,die chemische Natur der Stoffe 
für die Spezifizitätserscheinungen ganz bedeutungslos ist“, und Morgenrot 
(1917), daß die Immunitätslehre ein Gebiet ist, „zu dem vorläufig ken’ 
Brücke aus der Chemie führt‘. 

Betreffend Pick (1912) sei hervorgehoben, daß nach seiner Meinung 
die Toxine wirkliche chemische Substanzen, und zwar von Eiweißcharakte! 
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ind, eventuell Spaltprodukte von Eiweiß, und daher nicht rein ,,kolloid- 
hemisch** angesehen werden können. Wir wollen nicht in Abrede stellen, 
aB solche Umstände, wie die Teilchengröße, Dispersionsgrad, Oberflächen- 
pannung usw., von Bedeutung sein können. Aber es ist nicht sicher, 
aß eine ,,kolloidchemische”* Erklärung des Toxinproblems ausreichend sein 
ann. Denn eine kolloidchemische Erklärung kann nur qualitativ sein, 
eweisen kann man jedenfalls nicht viel damit. Schon Arrhenius, Sjökvist, 
3redig u. a. haben gesagt, daß die Eiweißstoffe amphotäre Elektrolyten 
md. Und zu einer Zeit, wo Forscher, wie S. P. L. Sörensen (1919), 
Vo. Pauli (1920), J. Loeb (1922), Michaelis (1914) u. a., gezeigt haben, 
aß die Eiweißchemie, die einst als das Hauptgebiet der Kolloidchemie 
alt, sich sehr wohl durch die allgemeinen chemischen Gesetze von Massen- 
vırkung, Dissoziation usw. erklären läßt, scheint es unzweckmäßig, hin- 
ichtlich serologischer Probleme ein ausschließlich ‚‚kolloidehemisches‘ 
sedankengebúude beizubehalten. 

Eine eigentümliche Theorie hat der Amerikaner Vaughan entwickelt 
1414). Er äußert über die Toxine im allgemeinen: ‚Das Gift stellt eine 
-ruppe im Proteinmolekül dar, es existiert in allen wirklichen Proteinen, 
n pathogenen und nicht pathogenen Bakterien, es ist ein Abbauprodukt 
les Proteinmolekúls'* usw., und schließlich behauptet er: ‚das tótende 
Uift in allen ansteckenden Krankheiten ist immer ein und dasselbe‘. Selbst 
wenn man zugeben muß, daß diese einfache Theorie geistreich ist, scheint 
ie doch schon a priori ein wenig schwach begründet! 

Einen ähnlichen Gedankengang zeigten Nicolle und Mitarbeiter (1919). 
Sie nehmen an, daß das Toxin aus zwei Komponenten besteht, „l'élément 
artif et l'élément antigène. Le premier a un ou plusieurs composés chimique 
simples ou rélativement simples, le second a un substratum colloidal, 
qui favorise le jeu de ces composés parce-qu’il multiplie leur surface 
dattaque‘‘. Sie nehmen nicht wie Vaughan an, daß die tötende Substanz 
eine und dieselbe ist, sondern stellen drei verschiedene solche ,,Grund- 
níte”” auf. 

Diese Verfasser sind als typisch dafür Bu wie man theoretisch 
gesehen die Bakteriengifte auffaßt. 

Demgegenüber stehen die interessanten Arbeiten von Landsteiner 
(1918), der die Arbeiten von Pick und Obermaier weitergeführt und 
anscheinend experimentell wahrscheinlich gemacht hat, daß die antigenen 
Eigenschaften von speziellen relativ einfachen chemischen Verbindungen 
herrühren. 


c) Toxinbildung und Wasserstoffionenkonzentration. 


Schließlich muß noch erörtert werden, in welchem Zusammenhang 
Toxinbildung und Wasserstoffionenkonzentration stehen. In der älteren 
Literatur ist diese Frage vielfach diskutiert worden, und wir verweisen 
hierfür auf den Aufsatz von Madsen (1908). 

In neuerer Zeit, wo die Sörensensche Lehre von den Wasserstoffionen - 
konzentrationen auf dem Gebiet der Bakteriologie zur Anwendung gekommen 
ist, wurde dieses Problem von v. Gröer und Sruka (1918) Bunker (1919), 
Dernby und Davide, Davide und Dernby (1921), Walbum (1922) und Dernby 
und Siwe (1922), Hartley (1922), Hall (1922) und Sordelli und Werniche (1921) 
aufgenommen. Bunker hat die etwas unvorsichtig formulierte Ansicht aus- 
gesprochen, daß, wenn eine gewisse Alkalitát, py = 8 bis 8,3 erreicht: ist, 
das Toxin ein Maximum zeige, daß es dagegen hei höheren Alkalinitäten 
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zerstört werde. Durch Kontrolle der pg könne man daher die günstigte 
Toxinmenge erhalten. Schon Arrhenius und Madsen (1906) haben geseis. 
daß im sauren Gebiet das Toxin sehr rasch zerstört wird, etwa am Neutral: 
punkt am stabilsten ist und im alkalischen Gebiet nur allmählich der 
Zerstörung anheimfällt. In den Untersuchungen von Walbum (1922) liegen 
viele Tatsachen betrefís der Stabilität des Diphtherietoxins bei ver- 
schiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen vor. 

Während Hartley und Hall gewissermaßen die Bunkersche Auffassung 
stützen, sind Davis (1919) und neuerdings Loiseaux und Abt (1922) dagegen 
aufgetreten. Ihre Schlußfolgerung lautet: „La condition essentielle pour 
préparer une toxine diphthérique très active est de posséder un bon milieu. 
. Si Pon n'obtient avec certains milieux que des resultats irréguliers, œ 
n'est parce-que la réaction initiale est mal ajustée, c'est parce-que la om. 
position du milieu n'est pas parfaite““. 

Was den letzten Satz anbelangt, so kann man dem ohne weitere 
beistimmen. Was dagegen den ersten betrifft, daß nämlich die Wasserstcfi- 
ionenkonzentration überhaupt in keiner Beziehung zur Toxinbildun: 
steht, so ist es nach den Untersuchungen der zitierten Autoren. überflüssig. 
eine derartige Ansicht zu widerlegen. Der Irrtum Bunkers ist, daß er de 
Wasserstoffionenkonzentration als die primäre Ursache der Toxinzerstórunz 
angesehen hat. Aber die erhöhte Alkalinität ist wahrscheinlich nur ee 
sekundäre Erscheinung, die von der durch die proteolytischen Enzym: 
der Diphtheriebazillen verursachten Spaltung der Proteinstoffe im Náhr- 
substrat herrührt. Dies wurde in der Arbeit von Dernby und Siwe (1922. 
hervorgehoben und daselbst gezeigt, daß die geheimnisvolle Zerstórunz 
des Diphtherietoxins wahrscheinlich nicht in erster Linie von der erhöhter 
Alkalinitát, sondern von den Wirkungen der proteolytischen Enzyme 
der Diphtheriebazillen herrührt. 


In der hier folgenden Arbeit werden wir das Problem von der 
Bildung des Diphtherietoxins aufnehmen und besonders zeigen, m 
welcher Beziehung dieser Vorgang zu dem Eiweißstoffwechsel der 
Diphtheriebazillen steht. : 


II. Versuchsmethode und Bemerkungen. 
a) Die angewandten Bakterienstämme. 


Es wurden zwei Diphtheriebazillenstämme verwendet, und zwa 
teils der im hiesigen Institut gezüchtete Park-Willtams Nr. 8, teils der im 
Bakteriologischen Institut des Schwedischen Staates zu Stockholm rem- 
gezüchtete, ‚Kling B“ genannte, welche unten kurzerhand mit P oder K 
bezeichnet werden. Zur Aussaat dienten 24stündige Bouillonkulturt: 
für die einzelnen Versuche ist eine einheitliche Nomenklatur eingeführt 
worden; so bedeutet z. B. „III P 9“ Bazillen, die 9 Tage in einer mit Tl 
bezeichneten und mit Park 8 geimpften Bouillon gezüchtet worden sind. 
Beide Stämme sind als gute Toxinbilder bekannt. 

Um die Menge der Bazillen zu bestimmen, sind zwei Methoden benutzt 
worden; nach der einen wurden die Bazillen abfiltriert, in Kochsalzlösun ` 
aufgeschwemmt und zentrifugiert, worauf der Rückstand mit Alkohol- 
äther getrocknet und dann gewogen wurde; nach der anderen wurde von 
den Bazillen eine gleichfórmige Suspension in Kochsalzlösung gemacht 
und in dieser der Gesamtstickstoff bestimmt. 
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Die Methoden können jedoch beide nicht als völlig einwandfrei angesehen 
rerden, weil bei den vielen Manipulationen wohl immer einige Bazillen 
erloren gehen, wodurch das Resultat beeinträchtigt wird, andererseits 
nthált die abfiltrierte Masse außer Bakterien noch ausgeschiedene Protein- 
:Órper, Mg- und Ca-Salze u. dgl., weshalb die diesbezüglichen Zahlen nur 
Wes Annäherungswerte angesehen. werden können. 

Das Wachstum wird in einigen Fällen durch die Zeichen +, ++ 
der -+-+ angegeben. 


b) Die Nährbouillon. 

Zwei verschiedene Arten von Nährbouillon wurden benutzt, und 
zwar teils die von Walbum (1922) empfohlene kolivergorene, glucosehaltige 
Bouillon, teils die von Davide und Dernby (1921) verwendete mittels Hefe 
vergorene, trypsingespaltene zuckerfreie Bouillon. Diese Bouillons wurden 
folgendermaßen dargestellt: 

Bouillon nach Walbum. 10 kg frisch geschlachtetes Kalbfleisch werden 
zerkleinert und in 10 Liter Wasser von 37° gerührt, worauf 30 ccm einer 
24 Stunden alten Kultur von Bac. coli zugesetzt werden und das Ganze die 
Nacht über im Brutschrank stehen gelassen wird. Die Mischung wird 
dann gekocht, das Fleisch abgepreßt und nochmals mit 10 Liter Wasser 

gekocht und ausgepreßt. Nach Mischen der beider Extrakte werden 1,5% 
Pepton Witte, 0,5% Kochsalz und 0,1% Glucose hinzugefügt, mit normaler 
Natronlauge bis py 7,4 bis 7,6 alkalinisiert und im Autoklaven behandelt, 
worauf die pg etwa 7,1 bis 7,4 beträgt. 

In einigen Fällen wurde keine Glucose zugesetzt. 

Bouillon nach Davide-Dernby. 10 kg frisch geschlachtetes Kalb- 
fleisch werden zerkleinert und in 20 Liter Wasser gerúhrt. Nach Zusatz 
von 200 g Preßhefe wird es im Brutschrank bei 37° während 6 bis 10 Stunden 
einer Gärung unterworfen. Nach Ablauf dieser Zeit wird normale Natron- 
lauge bis zur Erreichung des Neutralpunktes und ferner 5g Trypsin zu- 

gesetzt. Die Mischung bleibt dann die Nacht über bei 37° stehen und wird 
am nächsten Tage gekocht, filtriert und der Fleischrückstand ausgepreßt. 

Der Trypsinzusatz erfolgt aus zwei Gründen; teils werden dadurch weit 
größere Mengen Eiweißabbauprodukte gewonnen, was für das Wachstum 
der Diphtheriebazillen günstig ist, teils wird der sonst schleimige Extrakt 
leichter filtrierbar. Zum Extrakt werden nun 1,5% Pepton Witte und 
0,5%: Kochsalz getan, die pp mittels normalen Alkali auf 7,0 bis 7,2 
gebracht, und die Bouillon im Autoklaven behandelt. Die py wird durch 


das Autoklavieren wenig beeinflußt, doch wird sie mitunter ein bischen 
höher. 


Die im folgenden in größerem Maßstabe hergestellten Bouillon- 
präparationen sind: 


Da Gesamt-N 
I. Kolibouillon mit + 0,1% Glucose. . . . . . . + 5,95 
II. Kolibouillon + 0,1% Glucose. . . . . . . . +. . 4,20 
III. Hefetrypsinbouillon . . . . . 2 2 2 2 2220. 6,90 
IV. Kolibouillon ohne Glucose . . . . . 2 2 2 e e 5,35 
V. Hefetrypsinbouillon . . . . 2 2 2 222220. 5,05 
VI. Kolibouillon ohne Glucose . . . . 2» 2 2 2 20. 3,89 
VII. Hefetrypsinbouillon . . . 2. s s s e aà . .. . 4,60 


Welche von diesen den Vorzug verdient, ist schwer zu sagen, ` Doch 
muß bemerkt werden, daß es von Wichtigkeit ist, daß die Versuchskulturen 
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an die Bouillon gewöhnt worden sind, in der sie Toxin produzieren sollen 
(Dernby und Siwe, 1922). 

Wenn Zucker anwesend ist, muß die initiale Alkalinitát so hoch gesetz! 
werden, daß die nachfolgende Säuerung nicht fatal wirken kann. Ist ken 
Zucker anwesend, so ist es zweckmäßig, die Bouillon zu Anfang nicht zu 
viel alkalinisiert zu haben, indem die vorwiegende Reaktionsveránderune 
dann eine erhóhte Alkalinitát wird. 


c) Veränderungen in der Bouillon während der Sterilisation. 


Betreffs dieser Frage verweisen wir auf folgende Arbeiten: Muir 
(1917), Foster und Randall (1921), Dernby und Allander (1921), Walbum 
(1922 a und b), Wolf (1921) u. a. 

Zusammenfassend kann folgendes gesagt werden. Wenn das Fleix. 
ein wenig Zucker enthält oder wenn Zucker besonders zugesetzt worden 
ist, so wird die Wasserstoffionenkonzentration stets (von py = 6 aufwärts; 
erhöht, d. h. py sinkt. Wenn man dagegen mit zuckerfreier Bouillon arbeitet. 
kann es geschehen, daß py steigt, wie dies Dernby und Davide (1921) geze: 
haben. 

- Fin anderes Problem ist, wie sich die Zusammensetzung der Stickstofi- 
verbindungen im Nährsubstrat während der Sterilisation veränder. 
Diese ist auch von der Wasserstoffionenkonzentration abhängig, bei welcher 
gearbeitet wird, was aus der nachstehenden Zusammenstellung erhellt. 


Tabelle 1. 


Veränderungen in den Bouillons durch die Behandlung im Autoklaven 
Fleischextrakt, kolivergoren, ohne Pepton. 


—— 





A Ze, 


| Nicht alkalinisiert Alkalinisiert 


f vor Autoklav. vo madhi nach Autoklav. ECH vor r Autoklav. | nach Aut Autoklo. 








| | 





PH- A e ET e Lé ' 5,5 | 5,6 1,3. 
Gesamt-N ... 236 g/I. | 244 g/L. | 2,36 ein: 2.13 gjL. 
Amino-N...... 082 „ | 0,82 "| 0,82 ” 0/74 „ 
Davon NHN ||| 029 7 | 039 ! "os 7 | 031: 

Es geht hieraus hervor, daß, wenn die Sterilisation bei alkalischer 
Reaktion vor sich geht, die merkbarste Veränderung darin besteht, dab 
eine nicht unbeträchtliche Menge freien Ammoniaks entweicht. 

Es ist daher notwendig, sowohl die Weasserstoffionenkonzentratin 
des Nährsubstrates als auch die chemische Zusammensetzung des letzteren 
nach der Sterilisation zu bestimmen. 





d) ph - Bestimmungen. 

Die Bestimmungen der Wasserstoffionenkonzentration sind nach dr 
kolorimetrischen Methode von Sörensen ausgeführt unter Benutzung det 
Indikatoren von Clark und Lubs (Sörensen 1909, Michaelis 1914 und Clark 
1920). 

e) Der ,,Pufferindez”. 

Um die Alkalinitát bzw. Aziditát einer Lösung zu prüfen, bestimmt? 
man früher, wieviel Normalalkali der Säure nötig war, um die Lösun 
auf eine bestimmte Wasserstoffionenkonzentration zu bringen. Die 
Methode ist in den letzten Jahren durch eine andere verdrängt worden, 
nämlich durch die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration. 
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Die alte Methode hat jedoch immer noch einen gewissen Wert. Sie 
sagt nämlich aus, wieviel Säure oder Alkali die Lösung aufnehmen muß, 
um ihre Reaktion auf einen gewissen Betrag zu verändern. Diese Frage 
hat besonders J. H. Brown (1921) untersucht. Im folgenden sind auch 
einige Versuche über das ,,Puffervermógen” einiger Diphtheriebouillons 
ausgeführt. Die Versuchsmethode ist folgende: 

Zuerst wird das py der Bouillon festgestellt und darauf zu 10 ccm 
Bouillon so viel n/10 NaOH getan, daß py genau = 8,0 wird. Diese Zahl 
wird „Reservesäure‘‘ genannt; ferner wird pro 10 ccm Bouillon so viel 
n.10 HCl zugesetzt, daß eine py von 5,0 erreicht wird, welche Zahl als 
„Reservealkali‘‘ bezeichnet wird, während die Summe dieser beiden Zahlen 
den „Pufferindex‘* gibt. 


f) Stickstoffbestimmungen. 
L Der Gesamtstickstoff. 


Der Gesamtstickstoff wird nach der Folinschen Mikromethode (Folin 
und Wu, 1919) bestimmt: 


0,2 bis 0,5 ccm von der Bouillon werden in ein Reagenzrohr von Quarz 
(150 cm lang, 20 cm breit) gebracht, 1 ccm Schwefelsäuremischung (100 ccm 
konzentrierter Schwefelsäure + 300 ccm konzentrierter Phosphorsäure 
‚spez. Gew. 1,71) + 10 ccm einer 
proz. Kupfersulfatlósung + 10cem 
Wasser) zugegeben, auf einer Mikro- 
flamme erhitzt, bis alles Wasser 
verdampft ist, und dann noch drei 
bis sechs Minuten weiter erhitzt, 
bis sich die Lösung völlig geklärt 
hat. Die Lösung wird mit 20 com 
destillierten Wassers verdünnt, in 
eme kleine Waschflasche gebracht 


Wassersirahl 
SCH IE “Pump 
und lg festes Natriumoxalat und 


lUcem etwa 8n Natriumhydroxyd- ES 


lósung zugefügt. Um Schäumen Abb. 1. Apparat zur Bestimmung von NH, 

zu verhindern, wird eine Mischung 

von Paraffinöl und Octylalkohol zugesetzt (s. Abb. 1). Dann wird ein 
Luftstrom durchgesaugt und das freie Ammoniak in n/50 Schwefelsäure 
aufgefangen. Nachher wird mit n/50 Natriumhydroxyd zurücktitriert. 
Das Natriumhydroxyd wird jedesmal frisch zubereitet unter Anwendung 
von n NaOH und CO,-freiem destillierten Wasser. 

Folin benutzt die etwas einfachere Methode, durch Nesslerisierung 
das Ammoniak kolorimetrisch zu bestimmen. Doch stößt man bei dieser 
Methode zurzeit auf gewisse Schwierigkeiten (flockige Präzipitate usw.). 
Ebenso wie Kendall (1922) haben wir uns deshalb an die Luftstrommethode 
gehalten. Wenn die Nesslerisierung gebraucht werden soll, muß die 
Nesslerlósung genau nach Folins Methode gemacht werden. | 

Der Luftstrom muß ziemlich rasch durchlaufen. Im allgemeinen 
genügt eine halbe Stunde, um nahezu alles Ammoniak überzutreiben; wir 
haben aber etwa 2 Stunden gebraucht. Es muß jedoch immer mit Nesslers 
Reagens kontrolliert werden, ob kein Ammonisk zurückgeblieben ist. 
Jegliche Spur von Ammoniak zu entfernen, ist ziemlich schwierig. Doch 
hat eine schwach gelbe Nuance im Rückstand bei der Nesslerisation 
praktisch sehr wenig zu bedeuten. 





cm 
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2. Mit Wolframsáure fállbarer Stickstoff. 


10 ccm der Bouillon werden genommen und in einen Meßkolben vr 
100 ccm gebracht, etwa 60 ccm destilliertes Wasser, 10 ccm einer l0proz. 
Natriumwolframatlósung und 7ccm n Schwefelsäure zugesetzt, gut ge- 
schüttelt und bis zur Marke mit destilliertem Wasser aufgefüllt. Der Mes. 
kolben wird mit einem Korkstopfen verschlossen und über Nacht stehen- 
gelassen. Am nächsten Tage wird durch ein Faltenfilter filtriert, und in 
2 bis 10 ccm des klaren Filtrates der Stickstoff nach der Folin-Methode 
bestimmt. 

Kendall (1922) nennt durchgehends den mit Wolframsáure fällbareı. 
Stickstoff ‚‚Proteinstickstoff“. Doch ist dies kaum berechtigt, denn di 


Wolframsäure fällt nahezu alles, mit Ausnahme der Aminosäuren und der | 


einfachsten Peptide. Das Ideale wäre eine Methode, durch welche nur 


Proteinstoffe und Albumosen gefällt werden, dagegen nicht Peptone und 


Polypeptide. Eine solche Methode fehlt aber noch. In der Tat: sagt de 


Folin-Methode möglicherweise nicht besonders mehr aus als die Formol- ` 


methode Sórensens. Im folgenden wird der Stickstoff, der mit Wolfram- 


säure gefällt wird, mit ,,Wo-fállbarer N“ und derjenige, der in Lösung 
bleibt, mit ,,Rest-N'* bezeichnet. 
3. Der Aminostickstoff. 


Zur Bestimmung des Aminostickstoffs ist die Sörensensche Methode 
(Jessen-Hansen, 1910) angewendet worden. Da nahezu alle die hier in Frage 


kommenden Proben Kohlensäure oder Phosphorsäure enthalten, ist e ` 
notwendig, dieselben zuerst wegzuschaffen. In einer früheren Arbeit von 


Dernby (1917) ist die Methode auch ausführlich beschrieben. 

Die Formoltitration wurde folgendermaßen ausgeführt: 20 cem 
Bouillon wurden in einen 50 ccm fassenden Meßkolben gebracht, ferner 
wurden 2 ccm einer konzentrierten Bariumchloridlösung, 0,05 ccm Phenol- 


phthaleinlösung und normale Natronlauge bis zur deutlichen Rotfärbun ` 


zugetan und der Kolben schließlich mit destilliertem Wasser bis zur Marke 
gefüllt und kräftig geschüttelt. Darauf wurde die Mischung einige Stunden 


sich selbst überlassen, bis die über dem Niederschlag stehende Flüssigkeit | 


völlig klar wurde. 


Die Probe wird jetzt rasch durch einen Faltenfilter filtriert, dem roten ` 


Filtrat 25ccm entnommen (10ccm der ursprünglichen Bouillon ent- 
sprechend) und mittels n/10 Salzsäure unter Benutzung von Lackmus- 
papier auf ph = 7 gebracht, dann werden 5 ccm einer mit Natriumhydrosyd 
neutralisierten (schwache Rotfärbung mit Phenolphthalein) Formol- 
mischung zugetan und mit n/10 Natronlauge bis zur Rotfárbung (py = 34 
bis 8,7) titriert. Werden a ccm n/10 NaOH verbraucht, so erhalten die 
10 ccm a = 1,4 mg Aminostickstoff. 

Kendall äußert merkwürdigerweise, daß er die Formolmethode als die 
am wenigsten sichere ansehe. Wir glauben jedoch sagen zu können, dai 
diese Methode die genaueste ist, zugleich diejenige, die am meisten über die 
proteolytischen Vorgänge aussagt, jedoch nur unter der Voraussetzung. 
daß sie streng vorschriftsmäßig ausgeführt wird. 

Die Entfernung der Phosphorsäure ist eine ziemlich Gees Prozedur. 
Für rein praktische Zwecke kann man daher oft davon absehen und einfsch 
so verfahren: 10 ccm der Bouillon werden auf pn = 7 gebracht, unter 
Anwendung von Lackmuspapier als Indikator, 5 ccm einer Formolmischung 
werden zugefügt und dann mit n/10 NaOH bis zu deutlicher Rotfärbung 
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von Phenolphthalein titriert (pu = 8,5 bis 8,7). Freilich erhält man durch 
diese Methode keine Zahlen, die zur streng quantitativen Analyse gebraucht 
werden kónnen. 


4. Der Ammoniakstickstoff. 


Der Ammoniakstickstoff ist nach Folin bestimmt worden. 1 bis 5 cem 
der Bouillon werden in ein Reagenzglas oder Zylinder von etwa 30 ccm 
gebracht, etwas festes Natriumoxalat, 5ccm einer gesáttigten Natrium- 
carbonatlósung und einige Tropfen einer Mischung von flússigem Paraffin 
und Octylalkohol (um ein Schäumen zu verhindern) zugesetzt und bei 
Zimmertemperatur ein rascher Luftstrom 2 Stunden lang hindurchgesaugt. 
Das Ammoniak wird in n/50 Schwefelsäure aufgenommen. Es kann dieselbe 
Versuchsanordnung wie für die Bestimmung von Gesamtstickstoff benutzt 
werden. | 

f) Bestimmung der proteolytischen Vorgänge. 
1. Nomenklatur der proteolytischen Enzyme. 

Betreffs der Nomenklatur!) der proteolytischen Enzyme herrscht eine 
gewisse Verwirrung. Im folgenden werden folgende Bezeichnungen kon- 
sequent gebraucht (Bradley 1922, Dernby 1922): 

Primäre Proteasen: Solche Enzyme, die natives Eiweiß bis zu Peptonen 
spalten und in saurer Lösung wirksam sind (Pepsinasen). 

Sekundare Proteasen: Solche, die denaturierte Eiweißstoffe und Peptide 
bis zu Aminosäuren spalten und in alkalischer (bzw. neutraler oder schwach 
saurer) Lösung wirksam sind (Tryptasen). 

Tertiare Proteasen oder Ereptasen, die Peptide zu Aminosäuren spalten 
und in alkalischer Lösung wirksam sind. 


2. Die Gelatineprobe. 


Wir haben uns der Fermischen Methode in der Modifizierung von 
Palitzsch und Walbum (1912) bedient. In früheren Arbeiten von Dernby 
(1917, 1918) ist die Methode auch beschrieben. Tabelle II zeigt ein Beispiel 
von der Zusammensetzung solcher Gelatinemischungen. 


Tabelle II. 


Zusammensetzung der Gelatinemischungen. 


 2ecm Stammgelatinelósung + n NaOH (HCl) + Wasser = 10 ccm. 
Als Antiseptikum Thymol. 




















Nr. | eem n HCI ccm n NaOH | PH 
1 | 3,0 — 3.0 
2 | 1,0 — | 4,0 
3 — — 4,9 
4 — 0,02 5,5 
5 0,09 6,1 
6 | — 0,2 6,9 
To 03 Í 75 
8 0,5 | 7.9 
9 | — St 8,3* 
10 — 0,9 | 8,8 





1) Oppenheimer (1923) hat sich gegen diese Klassifizierung gewendet. 
Wenn eine andere, einfache Klassifizierung sich geben kann, werden wir 
gern dieselbe annehmen. ? 
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Mit dieser Methode können primäre Proteasen (pepsináhnliche Enzvn+' 
wie auch stark wirkende Enzyme zweiter Ordnung (Tryptasen) festgestellt 
. werden. 

3. Die Peptonprobe. 

Tabelle III gibt die Zusammensetzung der Peptonmischungen a. 
Die zu untersuchende Substanz wurde zu 10 cem der Mischung zugesetzt. 
in den Brutschrank gestellt und bei 37° stehengelassen. Zu gewissem 
Zeiten wurden dann die Kolben dem Brutschrank entnommen und der 
gebildete Amincstoff nach der Formolmethode bestimmt. 


Tabelle III. 
Zusammensetzung der Peptonmischungen. 
10 ccm 4proz. Wittepepton + n NaOH (HCl) + Wasser = 40 ccm. Ak 
Antiseptikum eine Mischung von Toluol, Chloroform und Thymol. 
































Nr. | ccmn HCI cemnmNa0H . PH Ausflockung 
1 3.0 = 3.4 ER 

2 1,7 = 4.2 | Be 

3 0,9 — 5.0 H 

4 0,5 — 5,7 — 

5 02 = 6.3 ES 

6 — — 6.9 — 

7 = 0.2 1.5 = 

8 — 0,5 8,0 — 

9 — 1,2 8.6 — 


Absolute Sterilitát kann man bei diesen Versuchen nicht erzielen. 
Als Schutzmittel wurde jedoch in allen Fällen eine Mischung von Chlor- 
form, Toluol und Thymol (ungefähr 0,5%) zugesetzt. Immer wurden für 
die gleichen Zeiten Kontrollreihen aufgestellt; in keinem Falle konnten 
wenigstens während der ersten 24 Stunden fremde Bakterien wahrgenommen 
werden. 

g) Toxinprüfungen. 

Die im folgenden gebrauchten Toxine sind ebenso wie die Bazillen 
einheitlich bezeichnet worden. So bedeutet z. B. „III P. 9'* ein Tom 
von Bouillonpräparation III mit Park 8 eingesät und nach 9 Tagen ent- 


nommen. 
Die Stärke des Toxins wurde an Meerschweinchen von 250 g Gewicht 


geprüft. Als D. m.1. (Dosis minima lethalis) wurde diejenige Menge be 
zeichnet, die eben ausreichte, um in 4 Tagen ein solches Tier zu töten. 


III. Stickstoffveränderungen und Toxinproduktion während des Wachstum: 
der Diphtheriebazillen. 

In den Arbeiten von Bunker (1919), Dernby und Davide (1921:. 
von Walbum (1922), von Hartley (1922) und Hall (1922) liegen eine 
ganze Anzahl der Hauptsache nach übereinstimmende Angaben über 
die Beziehungen zwischen Wasserstoffionenkonzentration und Toxin- 
bildung während des Wachstums der Diphtheriebazillen vor. Schon 
längst hatte man diesen Zusammenhang bemerkt (Spronck 18%, 
Madsen 1909), und die Beobachtungen können so zusammengefad! 
werden, daß Toxinbildung nur dann erwartet werden kann, wenn die 
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3ouillonkulturen alkalisch wurden. Bunker gibt auch an, daß die 
róBte Toxinmenge vorhanden sei und die Züchtung dann abgebrochen 
verden sollte, wenn die Wasserstoffionenkonzentration py = 8 oder 
twas mehr erreicht. Wird das Nährsubstrat noch mehr alkalisch, so 
vird das gebildete Toxin zerstört. Aber in einigen von Walbums 
‘ersuchen sieht man, daß die größte Toxinmenge schon bei niedrigerer 
m erreicht werden kann. Walbum macht darauf aufmerksam, daß es 
60; kaum die Hydroxylionen allein sein 
| 96 Stickstf können, welche die sehr rasch ver- 
| | laufende Toxinzerstórung in Bouillon- 
kulturen bewirken. 
| In der Arbeit von Dernby und 
| Siwe (1922) wurde bereits hervor- 
gehoben, daß die erhöhte Alkalinität 
an und für sich keine primäre Er- 
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Abb. 2. Veränderungen in Diphtberie» Abb. 3. Veränderungen in Diphtherie» 
kulturen (s. Tabelle IV). kulturen (s. Tabelle VII). 


scheinung sein kann, sondern von sekundärem Charakter sein muß. 
Das Primäre sind aller Wahrscheinlichkeit nach die proteolytischen 
Vorgänge in den Diphtheriebazillen, sei es in vivo oder bei der Auto- 
lvse. In der genannten Arbeit ist auch gezeigt worden, daß die Toxin- 
zerstörung mit dem Eiweißzerfall in der Kulturflüssigkeit zusammenfällt. 

Im folgenden Abschnitt werden wir daher gleichzeitig die Ver- 
änderungen von Wo-fällbarem Amino- und Ammoniakstickstoff, 
Wasserstoffionenkonzentration und Toxingehalt in den Diphtherie- 
bazillenkulturen von Tag zu Tag verfolgen. 

Wir haben fünf solche Versuchsreihen aufgestellt, und zwar mit 
verschiedenen Bazillen und verschiedenen Bouillons. Die Resultate 
sind in den Tabellen IV bis VIII und den Abb. 2 und 3 wiedergegeben. 
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Tabelle IV. Veránderungen in Diphtheriekulturen. 


Bouillon I (Koli) + 0,1 Zucker. Gesamtstickstoff = 5,95 g im Lite. 
Bei 37° mit Bacill. ,,Park.8' geimpft. 






































| ap „Pufferindex“ | | 0/, Stickstoff | Toxinstärke I 
NE ŽE Resto Rest] d i PHJ o» Amino» | Davon D.m.l. | Eins | Ve, 
TT ‚säure ‚alkali A es? fállbarer N N ‚N Neil _ com heiten li 
1i o 120 0401150 735 so asl mo | — [1 
2| 311,00 0,55/1,55' "A0 580 | 200 | 70 || 0,07 14 | Spärliche Men, 
e ranbildung 
3 6 ¡1,30 0,30 1,60 17,4 580 | 21,8 | 70 | 0,01 100 | Kräftige en heng 
4| 9,165 — [1,65 [8,1 54,5 23,3 | 7,3 ' 0,005; 200, 
5| 12 |1,75| — [175/83 52,2 25,0 | 7,7 | 0,005| 200 
6\15 185 — 1,85 8, 51,0 | 264 | 82 ı 0/006| 170° 
7119, 190| — 1,90.,8,45| 490 | 26,7 | 8,4 | 0,02 | 501 
8/27 ¡1195 — |1,95'8, 47,1 26,7 83 ` 0,01 100 
91138 || 195| — |1,95 8, 47,1 | 27,1 | 8,6 10/02 << 50 | 


Tabelle V. Veränderungen in Diphtheriekulturen. 


Bouillon II (Koli) + 0,1% Zucker. Gesamtstickstoff = 4,20 g im Liter. 
Bei 37° mit Bacill. ,,Park 8“ geimpft. 























ES 0 Stickstoff | Toxinstärke | 
Nr. is PH : Dav DE seg Bemerkungen 
£ | AminosN | RAA > L | Einheiten | 
| KE EE 
il 0 | 74 | 22,6 6,3 ee" Lët e 
2 2 7,0 23,0 6,3 A 0,2 <5 | MA 
al 4 |73 | 230 6,8 0,04 25 || Dicke Membran. 
41 6 | 75 i| 28 6,8 0,008 | 125 | 
Bh 8 | 78 30,2 8,2 0,006 | 170 ` 
6| 10 81 | 335 10,5 0,008 | 125 | 
7| 12 | 83 | 33,5 10.8 | 0,01 100 | 
8| 14 | 8,3 34,8 10,8 0,01 100 | 
Si F fee = = 0,02 50 ' 
10 | MD HA — ës 0,02 50 | 
11 30 | 8,5 | 36,0 11,2 0,04 25 | 
12 | 45 | 86 | 360 | 108 0.08 | 125 | 








Tabelle VI. Veránderungen in Diphtheriekulturen. 


Bouillon III (Hefe und Trypsin).  Gesamtstickstoff = 6,90 g im Liter. 
Bei 37% mit Bacill. ,,Park 8“ geimpft. 





eg 
































| A: E | 0/, Stickstoff l Toxinstärke 
Nr. Nach Tagen PH E eeh a a ae AE ` ge gu, E at kee Se 
à D D. m. l. Einheiten 
ER EN Ze TO | fällbarer N | Amino-N = N HN d Ges | e 
Ge WEE Ä -- - | ` = 
1 | 0 KÉ p = TI ze 
2 | 3 587 A 00 5 <= 
IE CEA 
6 | 18 108 | oos | m 
e , 'j U | : 
7 | 23 11,0  ,; : 0,002 50 
s | 36 110 | 0005 | 2 
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Tabelle VII. 
Veränderungen in Diphtheriekulturen. 


3ouillon III (Hefe und Trypsin). (Gesamtstickstoff = 6,90 g im Liter. 
Bei 37° mit Bacill. „Kling B“ die 


A St Stickstoff toff ` Toxinstárke 
Nr. > Tagen 
nl Ami NEN m. =$ : 
E mr N Amino»N N | Des Einbeiten 











1 0 7,0 Gei 65,0 28,2 
2 nn 3 7,1 65,0 28,2 
3, $ 7,4 62,9 29,4 
4 | 9 78 | 583 30,6 
S | 12 82 | 583 35,6 
e | 16 83 | 580 37,2 
7, 23 8,4 | 56,5 38,0 
s | 36 85 | 540 38,0 
Tabelle VIII. 


Veränderungen in Diphtheriekulturen. 
Bouillon nach Douglas-Hartley. Gesamtstickstoff = 3,46 g im Liter. 
Bei 37% mit Bacill. „Kling B“ geimpft. 

















| | Toxinstärke 
DL, Amino» A a A A 
Nr. | Nach Tagen PH b Amino-N | Dei Einheiten 
= hie ES EPRE u MI 
l >} 0 7,8 Ke e 
2 | 3 7,3 A Lu 
a 7 7,8 0,007 ccm 143 
4 [| 10 8,0 003 n | 330 
si m 83 0015 , | o 


Wenn wir zuerst die Toxinkurven betrachten, so ist es auffallend, 
daß sie alle ein Maximum aufweisen. Dieses Maximum ist jedoch 
nicht an eine bestimmte pg gebunden. Wie gesagt, haben sowohl 
Davis und Ferry (1920), als auch Abt und Loiseaux (1922) sich sehr 
kategorisch gegen die Auffassung von Bunker gewendet und ebenso 
auch gegen die allgemeine Bedeutung der Wasserstoffionenkonzentration. 
Wenn nun auch die Auffassung Bunkers nicht aufrecht erhalten werden 
kann, müssen wir uns immerhin vergegenwärtigen, daß es doch nur 
durch die Einführung des Sórensenschen Wasserstoffionenkonzen- 
trationsbegriffs möglich geworden ist, einen tieferen Einblick in diese 
Fragen zu gewinnen. 

Sowohl Abt und Loiseaux wie Hartley haben berichtet, daß im 
ersten Falle mit Martin-Bouillon, im zweiten mit Douglas-Bouillon, 
kein solches Toxinmaximum auftritt, sondern die Toxinstärke sich 
längere Zeit konstant erhält. Was Hartley anlangt, so hat er die Toxin- 
prüfungsmethode von Römer und Sames (1909) in der Modifikation 


von Glenny und Aller (1921) benutzt. Seine Versuche sind daher mit 
Biocbemische Zeitschrift Band 138. 34 
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den unserigen nicht direkt vergleichbar. Tabelle VIII zeigt einen 
Versuch mit Hartley-Douglas-Bouillon, und die Toxizität (gemessn 
an der D. m. L für 250 g Meerschweinchen) durchläuft auch bei diesem 
Versuche ein Maximum. 

Es mag wohl sein, daß Nährbouillons bereitet werden können. 
in denen das Toxin sich konstant erhält, doch haben die beiden Ver- 
fasser der vorliegenden Arbeit bei einer großen Anzahl von Beot- 
achtungen stets ein Maximum und dann eine allmähliche Abnahme 
der Toxizität festgestellt. 

Betrachten wir aber die Stickstoffveränderungen, so ergibt sich. 
daß diese in enger Beziehung zur Toxizität stehen. Aus Grinder. 
die im vorigen Abschnitt dargelegt sind, sehen wir von den Bestim- 
mungen des mit Wolframsäure fállbaren Stickstoffs ab und betrachten 
diese Methode hauptsächlich als eine Kontrolle für die Formolstickstoff- 
bestimmungen. Das größte Gewicht legen wir auf die Bestimmung 
des Stickstoffs nach der Sórensenschen Formolmethode. Die Ver- 
änderungen des Ammoniakstickstoffs sind auch verhältnismäßig grob 
und lassen darauf schließen, daß auch in den Diphtheriebazillen Des 
amidasen vorhanden sind. 

Die vermehrte Formolstickstoffmenge ist ein Zeichen für die 
gesteigerte proteolytische Tätigkeit der Diphtheriebazillen. In sämt- | 
lichen Fällen sehen wir, daß in den ersten Stadien dieser proteolytischen 
Tätigkeit die Toxizität zunimmt; sobald aber die Proteolyse for- 
schreitet, durchläuft die Toxizität ein Maximum und sinkt dann öfters 
außerordentlich schnell. Es ist somit naheliegend, eine gewisse Be- 
ziehung zwischen der proteolytischen Tätigkeit der Diphtheriebazillen | 
und der Toxinbildung anzunehmen. 

Wie Dernby und Siwe hervorgehoben haben, kann man sich de 
Zerstörung des Toxins als eine Wirkung von seiten der proteolytischen 
Enzyme der zerfallenden Bazillen denken. 

Was die pp-Kurven anbelangt, so sehen wir, daß sie ziemlich 
parallel mit den Aminostickstoffkurven verlaufen. In den Fallen. 
wo Zucker anwesend ist, sinkt zuerst das pg, um nachher zu steigen. 
Ist kein Zucker vorhanden, so bleibt dieses Minimum aus. Wolf (1922) 
glaubt, auf ziemlich schwachen Gründen, daß dieses Phänomen davon 
herrührt, daß zuerst flüchtige Säuren gebildet werden, die nachher 
in Carbonaten verwandelt werden. 

In einem Falle (Tabelle IV) ist auch der ‚Pufferindex‘‘, ,,Reserve- 
säure‘“ und ‚Reservealkali‘‘ angegeben. Es ist ziemlich selbstver- 
ständlich, daß der Pufferindex vergrößert wird, je tiefer die Spaltung 
geht. Für diese speziellen Untersuchungen scheint jedoch die Be- 
stimmung dieser Größen vorläufig nur nebensächlich zu sein. 
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JB ei der Berechnung der Stickstoffanalysen haben wir die Annahme 
Smacht, daß die Diphtheriebazillen selbst keinen Stickstoff aus der 
$OowuilMon aufgenommen haben. Dies kann offenbar nicht richtig sein. 
Aber wie Tabelle IX, wo wir die Bazillen aus verschiedenen Kulturen 
»"D1 tGriert, zentrifugiert, mit NaCl-Lösung gewaschen, gewogen und 
len Stickstoffgehalt derselben bestimmt haben, zeigt, beträgt der 
Stickstoffgehalt in den Bazillen nur einige Prozent (weniger als 5%) 
les Gesamtstickstoffs der Bouillon. 


Tabelle IX. 


Die Menge der Diphtheriebazillen in Bouillonkulturen. 
Überall typische Membranbildung. 





f i 0h Stickstoff der Bouillon 
Stickstoff in Zen eg zum Total» 
Bouillon pro Liter | stickstoff der Bouillon 


g oo 


T1.P.9....... — 0,183 | 4,3 
IE. P.l4....... 1,25 0,145 3,5 
VI.K.9....... 138 | 0,163 42 


Was die Genauigkeit dieser Zahlen anbelangt, so muß zunächst 
gesagt werden, daß bei den mannigfaltigen Manipulationen ein kleiner 
"Teil der Bazillen verloren gegangen ist; dieser Verlust wird aber dadurch 
kompensiert, daß mit den Bazillen etwas auskristallisiertes Ammonium- 
Magnesiumphosphat mitgerissen ist. Die Analysenzahlen können 
daher nur annähernd richtig sein. Jedenfalls zeigt die kleine Prozent- 
zahl, daß man in diesem Falle von dem Stickstoff der Bazillen ab- 

sehen kann. 





sog rima 


Kultur pro Liter 








Anhang: Veränderungen in Tetanuskulturen. 


Bekanntlich verhält sich das Tetanustoxin etwas anders als das 
Diphtherietoxin in bezug auf seine Haltbarkeit in den Kulturen. Wäh- 
rend das Diphtherietoxin bald zerstört wird, wenn die Kulturen allzu- 
lange im Thermostaten stehengelassen werden, scheint die Inkubations- 
zeit in bezug auf das Tetanustoxin keine so bedeutende Rolle zu spielen 
(s. Eisler und Pribram 1908). Man kann sogar das Toxin stärker machen 
dadurch, daß man Tetanusbazillen in altem Toxin, dem etwas frische 
Bouillon zugesetzt ist, wiederum wachsen läßt. Die Aussagen früherer 
Autoren lassen demnach darauf schließen, daß das Tetanustoxin in 
den Bouillonkulturen relativ haltbar ist. 


Wir haben in Zusammenarbeit mit Dr. C. Reymann eine im folgen- 
den beschriebene analoge Versuchsreihe mit Tetanuskulturen aus- 
geführt, wie wir sie oben mit Diphtherie angestellt haben. 

34 * 
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Die angewendeten Bazillen waren fakultativ aerob und stammie 
aus dem Läisterinstitut in London. Die Bouillon wurde folgendermaba 
bereitet (Dernby und Allander 1921): | 

Frisch geschlachtetes feines Kalbfleisch wird in der Hackmaschr» 
zerkleinert. Zu 5kg Fleisch werden 10 Liter Leitungswasser zugesetzt 
und die Mischung über Nacht im Eisschrank stehengelassen. An 
nächsten Tage wird die Mischung 1 Stunde lang auf 60% C erwärmt, 
worauf filtriert wird. Zum Filtrat wird 1,0% Pepton (Wiite) ud 
0,5% Kochsalz zugesetzt. Alsdann wird die Bouillon mit Natrun- 
hydroxyd oder Natriumcarbonat — im allgemeinen braucht mann 
10 Liter etwa 40g Kristallsoda — neutralisiert und die Alkalinitä 
so bestimmt, daß sie etwa pg = 8 entspricht. Die Bouillon wird Y 
bis 30 Minuten gekocht. Hierdurch entsteht eine starke Trúbug 
Die Alkalinität wird nun in folgender Weise genau justiert. Etwa 
50 ccm werden herausgenommen, filtriert und abgekühlt. Die Was, 
stoffionenkonzentration wird in gewöhnlicher Weise in 10 ccm Bouilla 
bestimmt (s. unten) unter Benutzung von Phenolsulfonaphthalein ab 
Indikator und sSörensenschen Phosphatmischungen als Vergleiche 
flüssigkeiten. Wenn die Probe nicht pa = 8 zeigt, setzt man so rd 

n/10 NaOH oder HCl zu, da) 
Pg genau gleich 8 wird. Lie 
einfache Rechnung ergibt nm, 
wieviel NaOH oder HC] a 
der ganzen Bouillonmenge z- 
gesetzt werden muß, um de 
gewünschte Alkalinität zu er- 
halten. 

Die Kolben wurden mit 
einer Schicht Paraffinöl sul 
der Oberfläche sterilisiert und 

' durch Einstich einer sterilen 
Pipette unter diese Schicht 
eingesät. Die Inkubation er- 
folgte bei 37%. Proben wurden 
zu den in Tabelle X ang 

gebenen Zeiten steril entnommen. Die Toxinstärke wurde in gewöhn- 
licher Weise an 15 bis 20g Mäusen bestimmt. Ebenso wurde pg und 
der Aminostickstoff bestimmt. Betreffs der letzteren Bestimmungen 
sei hervorgehoben, daß sie ohne Wegschaffung der Phosphorsäure aw: 
geführt wurden, weshalb die Resultate durchweg etwas zu hoch sel 
dürften. 

In Tabelle X und Abb. 4 ist das Resultat dieses Versuches vet 
zeichnet. 





50 


0 20 30 


“o 
Tage 
Abb. 4. Veränderungen in Tetanuskulturen. 
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Tabelle X. 
Reaktionsánderungen in Tetanuskulturen. 


naerobe Züchtung unter Paraffinlager. Englische Stämme. Bei 37°. 
Gesamtstickstoff pro Kubikzentimeter Bouillon 3,20 mg. 

















SE Eege Ee eg ` Toxinstárke 
Nr | Nach Tagen PH 0h Amino»sN 1) —— 
a, | Del 1:D.m.l 
ES iz ee zo S 
1 | | 0 | 82 18.0 | e | = 
2 | 2 72 | 260 | 0,005 200 
3 | 4 7,3 28,0 0,0005 2 000 
á j 6 | TA 320 | 0,0004 2 500 
5 l d | 7,4 32,0 | 0,00004 | 25 000 
6 9 7,5 35,0 0,00004 25 000 
SE 11 | 75 380 ' = y E 
s | 13 | 75 400 © 0,00004 ' 25000 
9 | 16 75 455 | 0,00004 25000 
10 21 7,6 46.5 0,00005 20 000 
11 | 27 7,5 46,5  ¡ 000002 ' 50000 
12 ` 33 7,7 499 000008 ! 33000 
13 39 77 49,9 0.00005 ' 20000 
14 | 46 7,6 48.0 0,00002 | 50000 


Was die py- -Kurve anbelangt, so ist es dieselbe wie bei Diphtherie- 
kulturen in zuckerhaltiger BouiHon. Dagegen ist die Vermehrung an 
Aminostickstoff bedeutend stärker als bei Diphtheriekulturen, was 
darauf hindeutet, daß die Tetanusbazillen bedeutend mehr proteo- 
lytisch aktiv sind als die Diphtheriebazillen. 

Was schließlich die Toxinkurve anbetrifft, so ist diese ganz anders 
als die entsprechenden Kurven für das Diphtherietoxin, die wir oben 
mitgeteilt haben. Ein ausgeprägtes Maximum scheint nicht vorzu- 
liegen, vielmehr scheint das “Tetanustoxin sich sehr lange konstant 
zu halten, trotz des starken Abbaues der Eiweißstoffe der Bouillon. 

Dieser Umstand kann als Grundunterschied zwischen dem Tetanus- 
und dem Diphtherietoxin hervorgehoben werden. 


' IV. Toxinbildung in Bouillons von verschiedener Zusammensetzung. 

Schon in der Einleitung wurde hervorgehoben, welche große Rolle 
die Zusammensetzung der Stickstoffnahrung für die Toxinbildung der 
Diphtheriebazillen spielt. Eine besonders umfangreiche Diskussion 
hat die ,,Peptonfrage” verursacht. 

Alle Versuche, unter Benutzung von synthetischen Nährsubstraten 
starkes Toxin zu erzeugen, scheinen mißglückt zu sein. Von den Ver- 
suchen von Uschinsky (1893), Guinochet (1892) und Hadley (1907), die 
ein entgegengesetztes Resultat aufweisen, kann man nicht sagen, daß 
sie ganz einwandfrei sind. 

1) Diese Zahlen sind wahrscheinlich etwas zu hoch, aber der Fehler 
ist in sämtlichen Bestimmungen derselbe. 
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Aus den Versuchen der übrigen in der Einleitung diesbezügid 
zitierten Autoren geht hervor, daß, um Toxin zu erhalten, unbedingt 
höhere Eiweißabbauprodukte, wie Albumosen und Peptone, erfordert 
sind. Dagegen kann in sogar größtenteils synthetischen Nährsut- 
straten gutes Wachstum eintreten. 

Die beiden Vorgänge, Wachstum und Toxinbildung, müssen daher 
voneinander getrennt gehalten werden. 


Tabelle XI. 
Wachstum von Diphtheriebazillen in verschiedenen Bouillon: 
Stamm „Park 8°. Temperatur 37% py = 7,1 bis 7,4. 





d Wachstumsgrad nach Stunden | 





Bouillons "—=—— -- Sa ehe re nee "Toun 
mn, de % | 8 | z ' 
SE E E E ee Eeer ER 
o O Ir ee 
Wittepoptor. EET | +++ | ra | ttt | sehr wenig 
Bouillon + ale | | | | 
Chapoteaut. . . . . . er) ee y 


| 
Bouillon + Park. Davis- | ZS | | 
ET Re a a u 
Pepton ....... I + i ttt i +++ i +++ `, keine 

In der Tabelle XI ist dies veranschaulicht. 

Im folgenden sind einige Versuche über die Toxinbildung in 
Bouillons von verschiedener Zusammensetzung ausgeführt und in der 
zusammenfassenden Tabelle XIII zusammengestellt. 

Es muß hervorgehoben werden, daß diese Versuche nur als ,,Stich- 
proben“ aufzufassen sind. Denn um vollständige Reihen zu erhalten. 
müßte man die Toxinbildung in den sämtlichen untersuchten Nähr- 
substraten von einem Tage zum anderen verfolgen. Das würde jedoch 
eine zu große Verschwendung mit Versuchstieren bedeuten. Es ist 
übrigens noch ein Faktor vorhanden, der in Betracht gezogen werden 
muß: die spezielle Anpassung der Diphtheriebazillen. Es ist a priori 
nicht sicher, daß ein Diphtheriebazillus, der durch viele Generationen 
an Wittepepton gewöhnt ist, auf einem Nährsubstrat mit einem anderen 
Pepton gedeihen und Toxin produzieren wird. 

Wir müssen daher immer den unberechenbaren Faktor: ,,die Ver- 
änderungen der Bazillen selbst'* berücksichtigen. 

Aber diese Stichproben geben doch einen Fingerzeig, welche 
Faktoren es sind, die für die Toxinproduktion in Frage kommen. In 
Nr. 1, 2, 3, 4, 5a, 7a und 8a treffen wir vorerst einige Bouillons mit 
ungespaltenem Wittepepton an. Es sind sämtlich große Betriebs- 
kulturen (12 bis 30 Liter). In sämtlichen ist eine gute Toxinbildung 
eingetreten. 
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Besonders instruktiv sind die Versuche 5b und 6b, wo wir mit 
en obigen identische Bouillons angewendet haben, nur mit dem Unter- 
chied, daß das Pepton vorher mit Trypsin gespalten worden ist. In 
D ist die ganze Bouillon durch Erepsin gespalten. Den Versuch 5a 
md b werden wir näher beschreiben: 24 Liter von zuckerfreier Koli- 
>ouillon ohne Pepton wurden hergestellt. Zu dem einen Teil wurde 
wie gewöhnlich 1,5% Wittepepton zugesetzt, zu dem anderen Teil 
genau die gleiche Menge Wittepepton, das jedoch vorher durch Trypsin 
16 Stunden bei 37% gespalten war. Die beiden Bouillons enthielten 
also dieselbe Menge Gesamtstickstoff und dieselbe Menge Fleisch- 
extraktivstoffe, nur die Peptidstickstoffmenge war verschieden. Die 
Bouillons wurden in Kolben von 700 ccm gleichmäßig verteilt und 
jeder Kolben mit derselben Menge Diphtheriebazillen geimpft. Wachs- 
tum trat sehr bald ein, vielleicht etwas früher in den Kolben mit ge- 
spaltenem Pepton. 

Nach 9 Tagen wurde die Züchtung Gebees Das Wachstum 
war in beiden ungefáhr dasselbe. Dagegen war der-Unterschied im 
Toxingehalt bedeutend. In der Bouillon mit ungespaltenem Pepton 
war die minimale lethale Dosis für ein 250 g-Meerschweinchen 0,001 ccm, 
in der anderen 0,008 ccm, d. h. in der ersten Bouillon hatte sich GER 
soviel Toxin gebildet wie in der zweiten. 


Tabelle XII. 


Zusammensetzung verschiedener Peptone. 
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| MN 
Nr. | Namen PH ee 
d | Yo Amino» N E NH-aAN 
| 
1 ite 7,2 j 11 Spuren 
2 | Dasselbe mit Trypsin gespalten == "2 29,1 4,5 
3 | hapoteaut | 5,4 l 30,0 2,3 
4 | Park-Davispepton 56 | 36,2 2,4 
5 Martin o —= | 176 42 





In diesen drei Fällen ist es also unbestreitbar, daß die Toxinproduk: 
tion dadurch stark vermindert wird, daß das zugesetzte Pepton proteo- 
lytisch gespalten worden ist. Diese Resultate decken sich auch voll- 
ständig mit denjenigen von Hida (1908), Teruucht und Hida (1912), 
Robinson und Rettger (1918), Dernby und Siwe (1922) u. a Durch 
die proteolytische Spaltung werden die Peptonmoleküle, die beim 
Wittepepton hauptsächlich aus Albumosen bestehen, in kleinere 
Stückchen gespalten. Unter der hypothetischen Annahme, daß. das 
Toxin aus dem Albumosemolekül stammt, würde diese Tatsache eine 
einfache Erklärung erhalten. Für die Toxinbildung scheint jedenfalls 
eine solche Spaltung der Peptone nachteilig zu sein. 
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Aber in bezug auf das Wachstum ist das Umgekehrte der Fall, 
wie unter anderem Davide und Dernby (1921), Dernby und Siwe (1922) 
und Hartley (1922) gezeigt haben. Für das Wachstum scheint eine 
vorherige Spaltung der Bouillon vorteilhaft zu sein, und wir haben 
vorgeschlagen, dies durch den relativen Mangel an extrazellulär wirken- 
den proteolytischen Enzymen bei den Diphtheriebazillen zu erklären. 

Um eine Bouillon zu erhalten, die sowohl gutes Wachstum als 
auch Toxinbildung gestattet, muß also teils ziemlich viel von Amino 
säuren und anderen tieferen Abbauprodukten von Proteinen anwesend: 
sein, teils auch ungespaltene Albumoseketten. | 

Hartley hat dasselbe in nuce gefunden, da er bei Herstellung seine: 
Pferdefleischbouillon zuerst Trypsin zusetzt, aber davor warnt, das. 
Trypsin zu lange (6 Stunden) einwirken zu lassen, weil dadurch die’ 
Toxinbildung beeinträchtigt werde. 

In den Versuchen der Tabelle 13, 8a bis c, haben wir Bouillons- 
mit demselben Fleischextrakt, aber mit verschiedenen Peptonen her- 
gestellt; Tabelle XII gibt die Analysen der angewandten Peptone 
wieder. 

Wir ersehen aus 8a, daß in der Bouillon mit ungespaltenem Witte- 
pepton die Toxinmenge sehr groß war, min. leth. Dosis etwas kleiner 
als 0,001 ccm. Dagegen hatte sich in allen anderen Bouillons, sowohl 
mit Pepton Chapoteaut und Park-Davispepton, als auch mit einem 
synthetischen Gemisch von Glykokoll, Alanin, Asparagin, Tyrosin, 
Cystin und Am-lactat sehr wenig Toxin gebildet. In sämtlichen Proben 
war Wachstum eingetreten, und die Membranbildung erfolgte am 
schnellsten in den aminostickstoffreichsten Substraten (s. Tabelle XI). 

Was die beiden anderen Peptone ,,Pepton C'hapoteaut‘““ und „Part- 
Davispepton‘‘ anbelangt, so haben sie in diesem Falle sehr wenig 
Toxin erzeugt. Aus der Tabelle XII ersieht man, daß diese Peptone 
einen bedeutend höheren Aminostickstoffgehalt haben als das Witte- 
pepton, d. h. sie sind tiefer abgebaut als das Wittepepton. 

Walbum (1922) hat gezeigt, daß ein Fleischextrakt mit Pepton 
Chapoteaut viel weniger Toxin als dasselbe mit Wittepepton gibt. 

Man ist jedoch nicht berechtigt, aus diesen Versuchen den Schlub 
zu ziehen, daß diese Peptone zur Toxindarstellung unbrauchbar sind. 
Es ist sehr wohl möglich, daß mit anderen Bazillen, die daran gewöhnt 
sind, Toxinbildung zustande kommen kann. 

Was den Ansatz Nr. 8b in Tabelle XIII anbetrifft, so bestand 
er aus derselben Bouillon mit ungespaltenem Wittepepton + 0,1% 
kristallisiertem Cystin. Nach Davis (1918) sollte nämlich Cystin sehr 
förderlich auf die Toxinbildung einwirken. In diesem Falle war sowohl 
das Wachstum in der Cystinbouillon als auch besonders die Tox»- 
produktion viel kleiner als in cystinfreier Bouillon. 
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Auch haben wir bei anderen Versuchen gefunden, daß mit Salz- ` 
säure gespaltenes Haar, das viel Cystin enthält, zu Diphtheriebouillen 
hinzugefügt, keine Toxin vermehrenden Eigenschaften zu haben scheint. 
Selbstverständlich können aus solchen verrinzelten Versuchen kein 
absoluten Schlußfolgerungen gezogen werden, aber so lange die Daris- 
schen Cystinbefunde nicht bestätigt sind, ist es wohl am sichersten. 
sich diesen gegenüber abwartend zu verhalten. | 

Nr. 9 gibt einen Versuch wieder, wo wir anstatt Fleischextrakt 
einen solchen von autolysierter Hefe gebraucht haben. Bekanntlich 
sind neuerdings Hefenextrakte zu bakteriologischen Nährböden he- 
sonders empfohlen worden, so z. B. von Kister (1921). 

2kg Brennereihefe wurden mit HCl etwas angesäuert, 2 Liter 
Wasser zugesetzt und die Mischung 16 Stunden im Thermostaten bei 37 
stehengelassen, dann aufgekocht, die Hefe abgepreßt und die Lösung 
auf 6 Liter gebracht, 1,5% Wittepepton, 1% NaCl und so viel NaOH zu 
gesetzt, daß pg = 7,0 wurde, dann auf Flaschen gefüllt und sterilisiert. ` 

Das Wachstum in dieser stickstoffreichen und dunkelgefärbten 
Bouillon war außerordentlich üppig und das gebildete Toxin nich! 
unbeträchtlich. Dieser Versuch zeigt, daß Hefe möglicherweise das 
teure Fleischextrakt ersetzen kann. Vielleicht ließe sich das Pepton | 
auch aus Hefe herstellen. 

In 10 haben wir eine Martin-Bouillon geprüft. Diese Bouillon 
hat sich seit langer Zeit als ein vorzüglicher Nährboden erwiesen 
(Martin 1898, Abt und Loiseaux 1922, Dean 1907, Penfold 1921 u. a). | 
Das Fleischextrakt wurde wie gewóhnlich hergestellt, aber das Pepton 
nach den Vorschriften Martins durch Digestion von Schweinemagen ` 
bereitet. Aus Tabelle XII geht hervor, daß dieses Pepton ebenso wie 
das Wittepepton nur wenig gespalten ist. 

Auch mit dieser Bouillon haben wir ein befriedigendes Toxin erhalten. 

Besonders interessant ist die Arbeit von Hartley (1922), der sit 
vielen Jahren mit ‚Douglas‘‘-Bouillon gearbeitet hat. Diese Bouillon 
besteht aus Pferdefleisch; es wird kein Pepton zugesetzt, sondern dr 
Peptone werden durch teilweise Spaltung mit Trypsin erzeugt. Di 
Methode ist folgende: | 

150 g zerkleinertes Pferdefleisch wird mit 250 cem Wasser vermischt 
und bis auf 80° erwärmt. Dann werden 250 ccm 0,8%, Soda zugesetzt 
und die Temperatur auf 45° gebracht. Alsdann werden 5 ccm Chloroform 
und -1 g Trypsin zugesetzt, worauf die Mischung 6 Stunden bei 37° stehen- 
gelassen wird. Danach wird so viel Salzsäure zugesetzt, daß py = 8 wird. 


Y, Stunde erhitzt, bis alles Chloroform entwichen ist, und filtriert. Dann 
auf Flaschen gefüllt und sterilisiert. 


Hartley gibt als Mittelanalyse an: 


Gesamt-N pro Liter . ..... 3,5— 4g 
Amino-N pro Liter . ..... 18 —22 0%, 
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Nach ihrer prozentischen Zusammensetzung náhert sich also die 
lregltas-Hartleysche Bouillon den von uns angewandten. 

ban Nachteil dieser Bouillon ist, daß sie ziemlich schlecht filiriert. 
der Zucker ist zum größten Teil vergoren. Mit dieser Bouillon hat 
Tartley dauernd gute Toxine erhalten. Wie oben gezeigt ist, muß 
aam sich jedoch vorsehen, daß die Spaltung nicht zu weit geht. 

Unter ökonomischem Gesichtspunkte ist diese Bouillon sicher eine 
ler wohlfeilsten, die überhaupt hergestellt werden können, und sie 
lürfte daher besonders bei Toxinfabrikation in größerem Maßstabe 
zu beachten sein. 

Bei der Präparation, die wir ausgeführt haben, wurde sowohl 
gutes Wachstum als auch gute Toxinbildung beobachtet. 

Selbstredend ist eine gute Toxinproduktion nicht an einen ein- 
zelnen Bouillontypus gebunden. Es können auch Präparationen von 
anderen Typen ein ebenso gutes Toxin abgeben. 

So viel kann doch zusammenfassend gesagt werden, daß die höheren 
Abbauprodukte der Proteine, wie Albumosen und Peptone, notwendig 
sind, um das Toxin zu erhalten. 


V. Die Zerstörung des Diphtherietoxins bei verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration. 

Zu dieser Frage findet sich besonders in den Arbeiten Walbums 
(1922) wie auch Dernbys und Siwes (1922) ein aufklärendes Zahlen- 
material. In schwach saurer 
Lösung (unter pg = 6) wird das 
Toxin sehr rasch zerstört, 
zwischen pa =6 und pp =8 
ist es am stabilsten, und bei 
höherer Alkalinität tritt Zer- 
störung, wenngleich relativ lang- 
sam, ein. Die allgemeine Form 
dieser Zerstörungskurve des 
Toxins ist schon vor langer Zeit 
von Arrhenius und Madsen 
studiert worden. +++ 


. Seither dürften niemals Së d, 
irgendwelche vergleichende Ver- A 


4 
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suche zwischen der Zerstórung y, 3 
des Toxins und den proteoly- Abb. 5. Ausflockung Autolyse und Toxinzerstörung 
tischen Veränderungen desselben in einer Toxinbouillon. 


ausgeführt sein. Unter diesem Gesichtspunkte haben wir diese Frage 
hier nachstehend wieder aufgenommen. 
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Zu einem Toxin wurden wechselnde Mengen Natronlauge oder 
Salzsäure zugesetzt, so daß gewisse bestimmte ?u-Werte erhalte 
wurden. Dann wurden diese Mischungen in den Thermostaten Je 
37% gestellt und nach gewissen Zeitabschnitten die Toxizität wie auch 
der Gehalt an Aminostickstoff geprüft. 


Tabelle XIV und Abb.5 geben die Resultate dieser Versuche 


wieder. 


Tabelle XIV. 


Die Stabilität des Diphtherietoxins bei verschiedenen py. 


80 ccm Toxin (III, K. 9) + NaOH(HCI) + Wasser = 100 cem. Tola 
und Chinosol als Antiseptika. Temperatur 37°. 











j | | Freigemachter | 

| PH nach ¡Aminostickstoff in mg) D.m.l. für 250g Meerschweinchea 
Nr. | Auss |' pro l0ccm mg nach | l 

aE "mn IT e im Ang ae | 4 Tagen "Vie 

0.1 4 |16 16 i n 

as | Stdn. ; Tagen Tagen? a = | GA Ge 
1'36.36 36: io o 0 0017 >05! —  — 
2 Ad 4446, ++ | — |06 00017 ¡>05, — | - 
3.5353 55 +++ — I ll | 1,8 1; 0,0017 >05, — _ 
4 5959 60! ++ | — ¡11120 '00017 ;>02! >05; — 
5 '64 64 64: + 10 :07 | 11 ¡ 0,0017 — 001 0/02 
6 71:72:71 0 ' — ' 0,2 | 0,44 "0,0017! — 0,004 ` 001 
op 78 77 ' 0 10 ¡0 |02 ' 00017 — : 0004 | 0008 
8 ee + | — 0 lo 10007 | — | 0,003 0,005 
9 ¡9,0 ' 8,8 ' 8,6 | + — ¡0 |O : 0,0017 :0,012| 0,007 | 001 


Was die Sterilitát der Toxinmischungen anbelangt, so wurde 
diese nach 16 Tagen untersucht, wobei keine sichtbare Bakterien zu 
entdecken waren. Als Antiseptikum wurde sowohl Chinosol als auch 
Toluol angewendet. | 

Die Toxizität zeigt, im großen gesehen, dieselben Veränderungen 
wie in den Versuchen, die Walbum publiziert hat. In saurer Lösung, 
unter pg = 6, wird das Toxin sehr schnell zerstört, und zwar bedeutend 
schneller als in alkalischer Lösung. l 

Diese schnelle Zerstörung in saurer Lösung könnte möglicherweise 
als eine Dissoziationserscheinung gedacht werden, obgleich aus diesen 
Versuchen keinerlei Beweise dafür vorliegen. Aber die Versuche, 
welche Michaelis und Dernby (1921) betreffs der Giftwirkung va 
Chininderivaten ausgeführt haben, legen eine Parallele nahe. In diesem 
Falle beruhte die Giftigkeit auf der undissoziierten Base; die Alkaloid- 
ionen waren dagegen ungiftig. 

E. E. Atkin (1914) hat wie bekannt die Hämolysine als amphotäre 
Elektrolyten angesehen. 

Sehen wir den neugebildeten Aminostickstoff an, so ist es klar, 
daß das Diphtherietoxin autolysiert werden kann, wenngleich ver- 
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ältnismäßig schwach. Wir haben die Analysen nach der Formol- ` 
nethode gemacht, und um so genaue Werte wie möglich zu erhalten, 
u jeder Analyse 25ccm Toxin angewandt. Sämtliche Analysen sind 
Differentialanalysen, d. h. das ursprüngliche Toxin, das Toxin nach 
l und nach 16 Tagen, wurden gleichzeitig mit denselben Reagenzien 
malysiert. Die Differenzen sind daher unbestreitbar, und selbst wenn 
ler Versuchsfehler 25%, betragen sollte, würde dies die allgemeine 
Form der Kurve nicht verändern. Die Autolyse ist offenbar am stärksten 
n schwach saurer Lösung, zwischen pg = 5 bis py = 6. In alkalischer 
Lösung ist sie praktisch gleich Null. 

Betrachten wir die ‚„Ausflockungskurve‘“‘, so sehen wir, daß sie 
rwei Maxima hat, eines um pg = 5 herum, das dem isoelektrischen 
Punkt für die meisten der Komponenten der Bouillon gut entspricht, 
teils eines wenngleich weniger ausgeprägt in alkalischer Lösung. Be- 
sonders auffallend ist die Parallelität zwischen Ausflockung und proteo- 
\ytischer Tätigkeit. 

Aber die Autolysenkurve fällt auch innerhalb des pp -Gebietes 
ein. wo das Toxin am schnellsten zerstört wird. Es ließe sich daher 
ein Zusammenhang zwischen der Autolyse und der Toxinzerstörung 
denken. Was das Tetanustoxin anbelangt, so verläuft die Zerstörungs- 
kurve ungefähr wie beim Diphtherietoxin, was Dernby und Allander 
(1921) gezeigt haben. 

Wir begnügen uns damit, die vorstehend berichteten experimentellen 
Befunde darzulegen. Festzustellen, ob die Toxinzerstörung in saurer 
Lösung auf einer Dissoziationserscheinung oder auf einer proteolytischen 
Wirkung oder auf beiden oder auf noch anderen Faktoren beruht, 
muß künftigen Untersuchungen vorbehalten bleiben. - 


Roux und Yeroin ebenso Morgenroth geben an, daß die Schwächung des 
Diphtherietoxins im sauren Gebiet reversibel sei. Um dies zu prüfen, 
haben wir folgende Versuche ausgeführt. 

Zu 400 ccm eines Toxins (Diogo Chinosol) enthaltend, wurden 28 ccm 
n-HCl zugesetzt, so daß pp = 4 wurde. Die Mischung wurde sich selbst 
bei Zimmertemperatur überlassen, im ersten Falle A, 4 Stunden, im zweiten 
B, 24 Stunden. Es entstand ein geringer Niederschlag, der durch Neutrali- 
sierung wieder in Lösung ging. Dann wurde mit n-NaO H das Toxin wieder 
auf py = 7,8 gebracht, in den Thermostaten bei 37% gestellt und Proben 
nach 4 und 24 Stunden entnommen. 


Versuch A. Dm L 
l. Ursprüngliches Toxin . . ......... 0,007 cem 
2. Dasselbe auf pyu = 4 gebracht, 4 Stunden 0,07 ,, 
Dor 20°, „2% a Ae A ee OO ci 
3. Nr. 2 neutralisiert auf py = 7,8, unmittelbar 
nach der Neutralisation . . . . . . . . .. 001 ,„ 
4. Nr. 2 nach 4 Stunden bei 37°. . .... , . 0,012 


5. Nr. 2 nach 24 Stunden bei 37° . . . . . . . 0,012 ,, 
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Versuch B 

1. Ursprüngliches Toxin . . . . 2. 22220. 0,007 ccm 
2. Dasselbe auf pm = 4 gebracht, 24 Stunden i 

DOL 209 e o a EE E er ër E e SE 0,08 ,, 
3. Nr. 2 neutralisiert auf pg = 7,8, unmittelbar 

nach Neutralisation . . . 2 2 2 2 2 2 2 0. 0,012 ,, 
4. Nr. 2 nach 4 Stunden bei 37%. . . 2.2... 0,01 „ 
5. Nr. 2 nach 24 Stunden bei 37% . . 2. 2... 0,012 „, 


Es ist aus diesen Versuchen ohne weiteres zu ersehen, daß der 
Titer des Toxins durch Säurezusatz bedeutend geschwächt und dab 
derselbe in alkalischer Lösung wieder reaktiviert wird. Der ursprünz- 
liche Titer des Toxins kann jedoch nicht wieder erhalten werden, weshalb 
wohl die Reaktion nur als bedingt reversibel bezeichnet werden kann. 
Ein nicht unbedeutender Teil des Toxins scheint zerstört zu sein. 
Man kann das entweder einer Ausflockung des Toxins oder auch eine 
Wirkung eines Dissoziationsphänomens zuschreiben, ähnlich der durch 
Säurezusatz verringerten bakterientötenden Wirkung der China- 
alkaloide. Ein genaues Studium dieses Kapitels wäre für die Frage 
der Toxinbildung im allgemeinen von größter Bedeutung. 


VI. Die Zerstörung des Diphtherietoxins durch proteolytische Enzyme. 


In der erwähnten Arbeit von Dernby und Siwe ist diese Frage 
bereits behandelt worden. Es ging daraus hervor, daß das Diphthenr- 
toxin von proteolytischen Enzymen außerordentlich leicht zerstört 
wurde. In dieser Arbeit legen wir einige neue diesbezügliche Experi- 
mente vor. | 

Was die ältere Literatur anlangt, so können wir auf Arbeiten 
von Gamaleia (1892), Repin (1892), Charrin und Cassin (18%. 
Gibier (1896), Charrin (1896), Teissier und Guinard (1897), Lapigne (1891, 
Lefevre (1898), F. Ransom (1898), Nenucki, Sieber und Schoumaone-Sima- 
nowski (1898), Carrière (1899) und Emmerich und Löw (1899) verweisen. 

Diese Autoren sind, bis auf Repin, sämtlich der Ansicht, dab 
Verdauungsenzyme wie Pepsin und Trypsin die Toxine zerstören. És 
muß jedoch vorher gesagt werden, daß die Pepsinversuche wie auch 
diejenigen, wo das Toxin im Magen der Versuchstiere zugeführt worden 
ist, sehr wenig besagen. Denn die Wasserstoffionenkonzentration im 
Magen ist hinreichend groß, um schon allein das Toxin zu inaktivieren. 
Die Versuche mit Trypsin in vitro sind dagegen einwandfrei, Wenn 
sie auch nur als qualitativ angesehen werden können. 

Emmerich und Loew und später Strubell haben das proteolytischt 
Enzym von Bacterium pyocyaneus angewendet und gefunden, dab es 
das Diphtherietoxin zerstören kann, wenn auch nicht so kräftig wie 


z. B. Trypsin. 
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Morgenroth (1912) bestreitet dies jedoch und meint gezeigt zu haben, 
daB Diphtherietoxin, zusammengebracht- mit ‚„Pyocyanase“, stärker 
werden kann. Seine Versuche sind jedoch nicht eindeutig, denn man 
kann sich vorstellen, daß diese Toxinverstärkung auch in anderer 
Weise geschehen könnte (vgl. Abschnitt VIII). 


Ferner sind einige Arbeiten von Metschnikoff, Pettersson u. a. zu 
erwähnen, wo die Einwirkung von Leukozyten auf Toxine unter- 
sucht worden ist. 


Tabelle XV. 


Einfluß von proteolytischen Enzymen auf das Diphtherie- 
toxin. Toluol und Chinosol zugesetzt. 

















Toxinstärke 
Im Thermos 
staten (D. m. L) 


bei 370 
Stunden 


Zugesetzt 




















Ebenso 
Zu 100 ccm 10ccm Prodi- 
gicosusfiltrat 
Zu 100 ccm 10 ccm Pyo- 
cyaneusfiltrat 
Zu 100 ccm Leem Erepsin 
Zu 100 ccm 10 cem Leuko- 
cytenemulsion 
Zu 100.ccm 10ccm Diph- 
theriebazillenemulsion 
Ebenso 
Zu 100ccm 10ccm Hefe- 
_autolysat 
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In Tabelle XV sind einige neue Versuche úber diese Tan Zu- 
sammengestellt. Trypsin zerstört allem Anschein nach das Diphtherie- 
toxin vollständig; Erepsin, wie auch die proteolytischen Enzyme von 
Hefe, Leukozyten, Bacterium pyocyaneus und Bacterium prodigiosus 
wirken auch zerstörend, wenn auch nicht so kräftig wie Trypsin. Daß 
eine wirkliche Proteolyse stattgefunden hat, zeigt die erhöhte Amino- 
stickstoffmenge, 


Auch die proteolytischen Enzyme der Diphtheriebazillen selbst wirken 
zerstórend auf das Toxin, wofür in der Arbeit von Dernby und Siwe (1922) 
viele Beispiele gegeben sind, In Tabele XV geben wir auch einen 
solchen Versuch an. 

Es unterliegt also keinem Zweifel, daß proteolytische Enzyme 
das Diphtherietoxin zerlegen können. Dieser Umstand deutet auf 
die Möglichkeit hin, daß entweder das Toxin selbst aus einer Peptiden- 
kette besteht, oder daß es mit einem solchen Körper eng verbunden ist. 
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Anhang: Einwirkung von Trypsin auf das Tetanustoxin. 

Um das Diphtherietoxin mit dem Tetanustoxin zu vergleichen, 
haben wir einen Versuch angestellt, der die Einwirkung von Trypan 
auf das Tetanustoxin untersucht. Tabelle XVI gibt diesen Versuch 
wieder. 


Tabelle XVI. 
Einwirkung von Trypsin auf Tetanustoxin. 


A. 100 ccm Tetanustoxin. B. 100 ccm Tetanustoxin + 0,5 g "Tree 
Toluol und Chinosol zugesetzt. Temperatur 37°. 


A. Toxin allein 














B. Toxin + Trypsin 












Da lA Del 
Jl el E 
O | 79 | 334 | 0,0002 op | 334 | 0008 
6 SS 2 — 78 34.5 | 0,0002 
38 | oa |, 340 | 00004 82 372 | 0002 


Auch hier hat das Trypsin eine zerstórende Einwirkung gehabt, 
aber jedenfalls keine so große wie auf das Diphtherietoxin. Dieser 
Befund stimmt auch mit der Tatsache überein, daß man Tetanustoxn 
auch in Mischkulturen mit Bacterium subtilis erhalten kann. Bacterium 
subtilis ist stark proteolytisch aktiv, und wenn die Enzyme desselben 
das Tetanustoxin angreifen könnten, wäre diese Züchtungsweise un- 
möglich gewesen. Wie wir auch in Abschnitt III gezeigt haben, scheinen 
die ziemlich kräftigen proteolytischen Enzyme der Tetanusbazillen 
selbst das eigene Toxin nicht zerstören zu können. 

Forsman (1901) hat gezeigt, daß auch das Bolutismustoxin relativ 
widerstandsfáhig gegen Trypsin ist. 

Pick (1912) gibt an, daB sowohl das Tetanus- wie das Botulismus- 
toxin und außerdem die Mehrzahl aller bekannten Toxine durch Trypsin 
zerstört werden, was auf eine Eiweißnatur der Toxine hindeuten könnte. 

In diesem Zusammenhange muß auch in Betracht gezogen werden, 
daß nach Kühne (1867) das Trypsin nicht alle Peptidbindungen auf- 
lösen kann. 

Unsere Untersuchungen gewähren einen Anhaltspunkt dafür, dad 
zwischen den Toxinen der Tetanus- und der Diphtheriebazillen in 
bezug auf die chemische Natur derselben ein Grundunterschied 
bestehen muß. 


VII. Die proteolytischen Enzyme und die Autolyse der Diphtheriebazillen. 


Im vorhergehenden ist gezeigt worden, daß die Diphtheriebazillen 
in Bouillonkultur wenn auch nicht gewaltige, so doch recht merkbare 
proteolytische Wirkungen ausüben. Es würde daher von größtem 
Interesse sein, die proteolytischen Enzyme der Diphtheriebazillen und 
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hre Autolyse genau studieren zu kónnen. In der Arbeit von Dernby 
and Siwe (1922) ist dies schon vorláufig geschehen; wir haben diese 
Untersuchungen zwar unter Benutzung größeren Materials wiederholt. 

Die Autolyse (womit .wir im folgenden nur den Zerfall des Bak- 
terieneiweißes bezeichnen) von Bakterien ist ziemlich wenig untersucht 
worden. Neuerdings haben Sturges und Rettger (1922) eine Arbeit in 
dieser Richtung veröffentlicht. Das Hauptresultat dieser Autoren ist, 
laB die Bakterien in zwei Gruppen getrennt werden können, die erste, 
Bacterium subtilis, Bacterium pyocyaneus und andere umfassend, die 
ziemlich leicht, und zwar am besten bei alkalischer Reaktion autolysieren, 
die zweite, Pneumokokken, Gonokokken und andere, die sehr ‚wenig 
autolysieren. 

Der eine von uns (Dernby 1917, 1918) hat die Autolyse sowohl 
von Hefe wie von verschiedenen tierischen Organen studiert und dabei 
gefunden, daß diese sämtlich sowohl primäre Proteasen (pepsinähnliche 
Enzyme) wie sekundäre (trypsinähnliche) enthalten, und daß das 
?r-Optimum der Autolyse zwischen den Optima der beiden Enzym- 
gruppen liegt. Die verschiedenen Organe verhalten sich aber ver- 
schieden ; so sind etwa im Pankreas die Wirkungen der trypsinähnlichen 
Enzyme gewaltig und überschatten die anderen. Milz und Leber können 
als typisch aufgefaßt werden; bei diesen Organen können sowohl die 
verschiedenen Enzyme wie die Autolyse ziemlich scharf bestimmt 
werden. Muskelfasern verhalten sich ähnlich, aber die, Autolyse geht 
so langsam vonstatten, daß es schwierig ist, sie Beete zu bestimmen. 


| Primäre || Primäre Proteasen ` Sok Protease | _ (` 
Sek. Proteasen Autolyse | 
Organ (Pepsinasen) en, Bemerkungen 
E | Pr-Opt.| Stärke Den ` Stärke | Pr Opt. | un: 


T z 





























Miz. ` | | 

Leber... . Kaes 3.040) 80 | ++ 4,5—5,5 

Leukozyten l 

Pankreas . +) — |++++] 80 (+++ 7,0—8,0] Opt;Lege nur 
| 

Muskeln . . | Se 3,04,0| A? 80 ı +? 14,5—5 5 S 





Der Pankreas dagegen verhält sich anders. Hier ist eine Enzym- 
gruppe in gewaltigem Überschuß vorhanden, das Trypsin, und diese 
Trypsinwirkung überschattet alle übrigen proteolytischen Wirkungen. 
Es kann eintreffen, daß das Autolyseoptimum in der alkalischen Zone 
liegt, jedoch hat der eine von uns (Dernby 1918) gezeigt, daß dies nur 
scheinbar ist; wird das überschüssige Trypsin entfernt, so verhalten 
sich auch Pankreaszellen den anderen genannten mehr oder weniger 
ähnlich. 

Die Bakterien verhalten sich im allgemeinen nicht wie Milz- oder 
Leberzellen, sondern sind entweder vom Muskelzellentvp oder vom 
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Pankreaszellentyp. Daher wird das Studium der Autolyse der Bakterien 
sehr kompliziert. 

Der eine von uns (Dernby) hat die proteolytischen Enzyme ver- | 
schiedener Mikroorganismen studiert, und auf. Grund dieser nur teilweise ` 
publizierten Arbeiten kónnen wir einen Vergleich zwischen den ver- 
schiedenen Bakterien ziehen. Die folgende Tabelle bezieht sich nur 
auf sekundäre Enzyme (Tryptasen). Alle Versuche sind am Neutral. ' 
punkt ausgeführt, pg = 6 bis me = 8, da dieser sich als das Optimum 
für die meisten Bakterien erwiesen hat. 









































| SE 
Bakterienart i nn Bouillonfiltrat o Zermablene Bazillen 
| l Gelatine | Pepton | Gelatine | Pepton 
Tuberkelbazillen . .. o ng ` o oo 0 
Pneumokokken . . .' 0 0? 0? | 10 
Diphtheriebazillen. . 0 2 0? | 10 
Staphylokokken 7 0 | 5 0? | 20 
Tetanusbazillen . . .' 0? 20 10 30 
Bac. proteus . . . .. | 
Bac. prodigiosus . . | | 
Bac. pyocyaneus . . 100 | 100 | 50 50 





Bac. histolyticus . . | | 
Bac. sporogenes . ./ 

Die Zahl 100 bedeutet schnelle und vollständige Wirkung. Gewiß 
ist diese Abschätzung sehr aubjektiv, sie dürfte aber doch ein ziemlich 
wahres Bild abgeben. Der Diphtheriebazillus rangiert daher in proteo- 
lytischer Hinsicht zusammen mit Pneumokokken, Staphylokokken 
und anderen. Die Tetanusbazillen wirken stärker, wenn auch nicht 
so stark wie die als besonders „proteolytisch““ bekannten Mikro- 
organismen. 

Auch sind wir uns wohl bewußt, daß unsere Versuche streng ge- 
nommen. nur als Stichproben aufgefaßt werden können. Denn es ist 
gar nicht unmöglich, daß die proteolytische Fähigkeit eines gewissen 
Bacillus unter verschiedenen Bedingungen stark variieren kann, wie 
dies Clark (1920) hervorgehoben hat. | | 


Wir haben uns bei diesen Versuchen öfters der pg als Variablen 
bedient. Von vielen Seiten hat man gemeint, daß die Bedeutung der 
Pu überschätzt worden sei, besonders ist die von Loeb und von Michaels 
aufgestellte Theorie, daß die Enzyme in der Tat amphotere Elektrolyten 
sein sollten, streng kritisiert worden. Viele Forscher, wie Bradley (1922), 
meinen, daß die pg nicht das Enzym, sondern das Substrat in der 
Weise beeinflußt, daß es leichter von den Enzymen gespalten wird. 
Wir lassen diese Frage vollkommen offen, denn vorläufig ist es un- 
möglich, zu entscheiden, was der Wahrheit entspricht. Einige Forscher 





Diphtherietoxin. 537 


rehen so weit, zu glauben, daß die pg überhaupt als Variable unbrauch- 
zar sei, und sind der Meinung, daß die Enzymwirkungen nur auf den 
‚kolloiden Zustand“ als Variable zu beziehen sein sollten (Traube, 
Wo. Ostwald, Fodor). Die pe kann jedenfalls glatt gemessen werden 
and ist eine wohldefinierte Größe; die anderen „physiko-chemischen“ 
Größen dagegen sind, wenigstens bei Enzymreaktionen, überhaupt un- 
möglich einwandfrei zu messen. 


Extrazellulär wirkende Enzyme. 


Tabelle XVII, XVIII und XIX zeigen die Einwirkung von Diph- 
therietoxinbouillon auf Gelatine, Pepton und Glycylglycin. 


Tabelle XVII. 
Diphtherietoxin (III, K.9) auf Gelatine. 
4 ccm Gelatinemischung + 1 ccm Toxin. Thymol zugesetzt. Temp. 37°. 








| _ Verflüssigungsgrad nach Stunden 
ang | 4 H 24 | 48 











Soooocona | 


(1) 
(2) 


KKK NN” 
Soocooooooo 


já 


Tabelle XVIII. 


Diphtherietoxin auf Wittepepton. 


4 ccm 5proz. Pepton + Leem Toxin + NaOH(HCl) + Wasser = 20 ccm. 
Toluol und Chloroform zugesetzt. Stickstoff von Pepton = 31 mg. 














| | mg freigemachter Aminostickstoff 
' nach 20 Stunden bei 370 
Nr. | PH am Anfang Toxin III K9 |  ToxinVIK9 

| | Gesamt:N = 6,9 mg | Gesamt-N = 3,9 mg 
|. Ä pro ccm | pro cum 

1 34 nl 0 

2 42 2,0 | 1,6 

3 5,0 2,0 1,8 

d 5,7 1,8 | 1,8 

5 | 6,3 2,0 2,4 

6! 69 3,0 | 3,0 

7l 7,5 3,2 | 3,3 

8" 80 | 3,9 3,6 

9 8,6 3,0 2,8 


KI 
~- 
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Tabelle XIX. 

Diphtherietoxin auf Glyeylglyein. 
Beem lproz. Glycylglycin + Na(OH)(HCl) + Wasser + Leem Toria 
= 10 eem, Toluol und Chloroform zugesetzt. Stickstoff a) in Glyeylgivem 
= 10 mg., b) in Toxin = 4,2 mg. 



































| > mg freigemachter Amino» | PH mg freigemachter Amino. 

Nr. ¡o Anag EE Stunden Nr. | am. Antang | E ee 
1 3,6 | 0 5 6,4 23 
2 4,3 1,0 6 7,1 | 2,6 
3 5,1 | 1,3 7 79 | 1,9 
4 5,8 0,9 8 | 8,5 | 1,3 


- Auf Gelatine ist keine, auf die anderen Substrate nur eine schwache 
Wirkung bemerkbar. Die Zahlen sind wahrscheinlich ein wenig za 
hoch, aber eine Wirkung kann sicher festgestellt werden. Das Optimum 
sowohl für die Pepton- wie die Glycylglycinspaltung fällt zwischen 
mn = ô und mn = 8. 

Es wurde schon in Abschnitt V gezeigt, daß, wenn Diphtherie- 
toxin bei 37% bei verschiedenem po aufbewahrt wird, im schwach 
sauren Gebiet, wo die Ausflockung auch am größten ist, eine schwache. 
aber immerhin bemerkbare Vermehrung des Aminostickstoffs eintritt. 
In Tabelle XX geben wir einen solchen Versuch wieder. 


Tabelle XX. 
Autolyse von Diphtherietoxin (III, K. 9). 


80 cem Toxin + NaOH(HCl) + Wasser = 100 ccm. Toluol und Chinoso! 
zugesetzt. 16 Tage bei 37°. 




















N Freigemachter | 
Š ie | Aminostickstoff | Bemerkungen 
y CA TER, 
ON dorad JE" TON ES Dd AO 
| 
1 | 0 klar 
2 15 `" sehr trübe 
3 | 45 |) Ausflockung 
4 .5,0 | sehr trübe 
5 | 26 | nahezu klar 
6 | 1,0 | klar 
7 0,5 klar 
8 | 0 | trübe 
9 | 9,0 0 0 , trúbe 


Die Wirkung ist auch hier ziemlich gering. Das Optimum liegt 
jedoch nicht wie bei den Wirkungen auf Pepton am Neutralpunkt, 
sondern im schwach sauren Gebiet. Die Ausflockung ist ziemlich 
parallel mit der Autolyse. Aber zu sagen, daß die Ausflockung die 
Ursache der Autolyse sei, sehen wir keinen Grund. Eher scheint es 
möglich, daß sowohl Autolyse wie Ausflockung in irgend einer Weise 
Funktionen der Wasserstoffionenkonzentration sind. 
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Intrazelluläre Enzyme der Diphtheriebazillen. 

Wie zuvor hervorgehoben wurde, sind wir der Meinung, dab 
sischen ‚‚Ekto-“ und ‚Endoenzymen‘“ eher ein Unterschied des 
rades als des Wesens besteht. Von ,,Ekto'"“enzymen im eigentlichen 
inne kann bei Diphtheriebazillen wohl kaum die Rede sein, nach 
er alten Nomenklatur würde man wohl nur von ‚„Endo‘enzymen 
echen, die jedoch zu einem kleinen Teil in Substrat übergehen 
ónnen. 

Wir haben dann zerquetschte und teilweise autolysierte Diphtherie- 
azillen, sowohl auf ihre proteolytischen Enzyme als auch auf Autolyse 
eprúft. 

Die Bazillensuspensionen wurden folgendermaßen hergestellt. Die 
euchte abfiltrierte Bazillenmasse wurde in Kochsalzlósung auf- 
eschwemmt und zentrifugiert und diese Operation mehrfach wiederholt. 
Sur der Bodensatz wurde benutzt, die in dem anwesenden Toluol 
uspendierten Substanzen wurden weggeworfen. Dann wurde die 
eine Masse mit zwei- bis fünfmal ihr Gewicht Quarzsand 1 Stunde 
xráftig zerrieben. Zu 100 g ursprünglicher Masse wurden etwa 100 ccm 
Wasser sowie etwas Toluol und Chinosol zugesetzt. Die Suspension 
wurde 6 bis 20 Stunden im Thermostaten bei 37° stehen gelassen. Durch 
Zusatz von etwas Dinatriumphosphat wurde die Wasserstoffionen- 
konzentration etwa bei pp = 8 gehalten. Dann wurde kräftig ge- 
schüttelt und durch dicke Leinwand gepreßt. Diese Suspension, die, 
wie die mikroskopische Analyse ergab, noch viele nicht zerriebene 
Bazillen enthielt, war doch vollkommen steril, was Sterilitätsproben 
zeigten, und wurde im Kühlraum bei — 16°C stehengelassen und 
dann als Enzympräparat verwandt. 


Tabelle XXI. 


Diphtheriebazillen auf Gelatine. 


keem Gelatinemischung + 1 cem Bazillsuspension. Thymol zugesetzt. 37°. 
l cem Bazillsuspension enthielt 7,2 mg Stickstoff. 





Verflüssigungsgrad nach Stunden 

















LM EEE A nn REN 

zu e | 4 | 16 | 36 | 54 
1 ıl 30 0 4 4 4 
2 4.0 0 3 4 4 
3 4.9 0 1 2 4 
4 5,5 0 1 1 5 
5 6,1 0 0 1 5 
e | op | 0 0 2 5 
7 7,5 | 0 0 3 5 
8 7,9 0 1 3 5 
9 8,3 0 1 3 5 
10 8,8 0 1 3 5 
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Tabelle XXII. 
Diphtheriebazillen auf Wittepepton. 


4 ccm 5proz. Pepton + Leem Bazillsuspension + N a0 H(HCI) + Wasser 
= 20 eem, Toluol und Chloroform zugesetzt. Stickstoff von Pepton 31 reg. 


| 1 | mg freigemachter Aminostickstoff 
i nach 20 Stunden bei 37% 











|, 
Nr, | PH | Aus, = = — 
| MIGO MaS Cam! 
| | 7,2 mg pro ccm = 4,4 mg pro cem 
e 
LEE a 0 
Su 42 |! ++ ! 1,0 0,6 
31. 50 "+++ | 2,8 2,8 
AC Mr ++ y 3,0 2,8 
50 CNN 2,8 2,8 
6| 69 1. — 2,8 3,1 
7 78 (| — d 3,5 3,8 
81 80 j| — | 3,7 4,1 
Hu 86 | SX Y 2,8 2,4 
Tabelle XXIII. 


Diphtheriebazillen auf Glycylglycin. 


beem 1proz. Glycylglycin + NaOH (HCl) + Leem Bazillsuspension = 10cem 
Toluol und Chloroform zugesetzt. 20 Stunden bei 37°. Stickstoff a) in 
Glycylglycin 10 mg, b) in Suspension 7,2 mg. 





























i | d i 
wh ote e Lef An O n E 
| am Anfang |) nach 20 Stunden | am Anfang | nach 20 Stunden 
1 36 | 0 Bro 64 y 0,7 
2 43 | 0,2 6. 7,1 1,0 
3 5, i 0,7 71 7,9 f 1,3 
4 58 | 0,7 si 85 j 0,5 


Tabellen XXI, XXII und XXIII zeigen die Einwirkung solcher 
Suspensionen auf Gelatine, Pepton und Glycylglycin bei verschiedenem 
PH. Es sind mehrere Serien ausgeführt worden, die dasselbe Resultat 
ergeben haben, weshalb es uns überflüssig scheint, weitere Beispiele 
mitzuteilen. | 

Was die Gelatineprobe anbelangt, so haben wir eine verhältnis- 
mäßig große Bazillenmenge zugesetzt. Wir haben dieselbe Beobachtung 
gemacht wie Dernby und Siwe, d. h. daß im sauren Gebiet zuerst Reak- 
tion eintritt, aber nie vollkommen wird. Dagegen tritt später Ver- 
flüssigung im ganzen Bereich von pg = 3 bis pg = 9 ein. Ob die erste 
Reaktion auf das Vorhandensein von primären Proteasen (Pepsin- 
enzyme) deutet, oder ob es irgend ein anderer Vorgang ist, wollen wir 
dahingestellt sein lassen. Es ist wohl am sichersten, keine bestimmten 
Schlüsse zu ziehen. Dagegen ist es unwiderleglich, daß in den Bazillen- 
leibern sekundäre Proteasen vorhanden sind, deren Optimum bei 
neutraler oder schwach alkalischer Reaktion liegt. 
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Neuerdings hat Ringer (1923) eine interessante Studie über die 
33edeutung des Optimums der Trypsinwirkung gemacht. Die Kurve 
2rı saurer Zone sieht er als eine Dissoziation, diejenige in alkalischer 
als eine Enzymzerstórung an. Vielleicht liegt die Sache ähnlich 
bei den Bakterienproteasen. l 

Sowohl Pepton wie Glycylglycin werden, wenn auch nicht be- 
sonders glatt, so doch deutlich gespalten, und das Optimum scheint 
im schwach alkalischen Gebiet zu liegen. Definitive Zahlen anzugeben, 
ist schwierig, da die Wirkungen zu schwach sind. 


Die Autolyse der Diphtheriebazillen. 


Tabelle XXIV. Autolyse von Diphtheriebazillen. 


_10ccm Bazillsuspension + NaO H(HCI) + Wasser = 20 ccm. 37°. 
Toluol u. Thymol zugesetzt. Gesamtstickstoff pro 10 ccm Suspension 44 mg. 























NE | am Aai a rn SC Bemerkungen 
(au au fke 
2| 41 2,5 trübe 
3 |l 5,0 3,1 Ausflockung 
5: 70 0,9 klar 
ei 82 1,9 klar 
7 | 9,0 2,5 trübe 


Tabelle XXV. Autolyse von Diphtheriebazillen. 


10ccm Bazillsuspension + NaOH (HCl) + Wasser = 20ccm. 37% Toluol 
und Thymol zugesetzt. Gesamtstickstoff pro 10ccm Suspension 44 mg. 








mg freigemachter 




















| 

Nr. iim DR g | m) ccm | Bemerkungen 
LI 30 | 2,0 nahezu klar 
2 40 3,2 triibe 
3 | 4,8 | 4,2 Ausflockung 
d. 55 5,9 ‚ Ausflockung 
5i 6,0 3,6 | sehr trübe 
61 6,5 2,2 | klar 
7! 72 2,2 | klar 
8 j 7,8 2,5 klar 
9; 83 | 2,5 trúbe 

10 90 | 2,8 | trübe - 





Tabelle XXIV und XXV zeigen die Autolyse von Diphtherie- 
-bazillen bei verschiedener pg. Wir sehen hier, daß die Autolyse zwei 
Optima aufweist, ein Phánomen, das nach Dochez (1917) und nach 
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Dernby (1918) sich auch bei tierischen Organen zeigt: das eine, und 
zwar größte Optimum im sauren Gebiet (pa = 5 bis pg = 6) und 
das zweite im alkalischen. Beim Neutralpunkt ist die Autolyse am 
schwáchsten. Auch hier sehen 
wir, daß die Autolyse und die 
Ausflockung ziemlich paralkl 
gehen. Dieser Versuch könnte 
scheinbar in gutem Einklang mit 
der Fodorschen Theorie stehen. 
Doch verweisen wir auf di 
Spaltung von Pepton durch 
Diphtheriebazillen (Tab. XXII, 
wo das Ausflockungsoptimum bei 
Pp = 4 bis 5 liegt und das Pro- 
teolyseoptimum bei pg = 7 bis®. 
Diese Tatsache stellt die genannte 
Theorie in Zweifel. 
Die Abb.6 veranschaulicht 
30 vw 30 6 70 20 3o in schematischer Form die Be- 
Abb. 6. Die proteolytischen Enzyme und die ziehung zwischen proteolytischen 
Autolyse der Diphthericbazillen. Enzymen und Au toly se für Diph- 
theriebazillen. Unter Vergleich mit demselben Schema für tierische 
Organe (Dernby 1918) geht hervor, daß die beiden Bilder große Ähnlich- 
keiten zeigen, der größte Unterschied ist jedoch, daß die Diphtherie- 
bazillen keine deutlich erkennbaren primären Enzyme aufweisen. Ob 
solche tatsächlich fehlen oder nur so schwach sind, daß sie nicht nach- 
gewiesen werden können, läßt sich noch nicht entscheiden. 

Das Hauptergebnis dieser Untersuchungen ist also, daß in den 
Diphtheriebazillen wenigstens gut definierbare sekundäre Proteasen 
vorhanden sind, die sowohl Gelatine wie Pepton angreifen können. 
Das Optimum dieser Enzyme liegt bei schwach alkalischer Reaktion. 
Sie können nur schwach außerhalb der Zelle wirken. Es unterliegt 
wohl keinem Zweifel, daß es eben diese Enzyme sind, welche die in Ab- 
schnitt III besprochenen proteolytischen Veränderungen hervorbringen. 








"Anhang. Die proteolytischen Enzyme der Tetanusbazillen. 

Wir haben auch einige ganz analoge Messungen bei Tetanus- 
bazillen ausgeführt. Tabelle XXVI zeigt den Einfluß von Tetanus- 
toxinbouillon auf Gelatine, Tabelle XXVII auf Peptone. Mit mäßigen 
Mengen Tetanusbouillon kann Gelatine nicht merkbar verflüssigt 
werden, mit großen geht es, wenn auch nicht besonders kräftig. Witte- 
pepton wird ziemlich rasch gespalten, jedenfalls viel kräftiger als von 


be. 
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1 di phtherietoxin. Die Tetanusbazillen besitzen demnach viel kräftiger 
wirkende extrazelluláre Enzyme als die Diphtheriebazillen, dagegen 
wiel schwächere als B. pyocyaneus, B. proteus, B. subtilis usw. 


Tabelle XXVI. Tetanustoxin auf Gelatine. 
4ccm Gelatinemischung + 1 cem Tetanustoxin. 37°, 
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Tabelle XXVII. Tetanustoxin auf Pepton. 
4 ccm proz. Pepton + Leem Toxin + NaO0OH(HCI) = 20 ccm. Toluol 
und Chloroform zugesetzt. Stickstoff im Pepton = 31 mg. Derselbe im 
Toxin = 3,2 mg. 


ER 

00 
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8,6 











| mg freigemachter Aminos 


E 


Nr. | See er ng | stickstoff nach E Stunden 
Loa aa 
2 | 5,0 40 
3 [ > 4,8 
4 7,5 ji 5,6 
5 | 8,6 | 3,2 





Wenn zerriebene und autolysierte Tetanusbazillen auf Gelatine 
einwirken, bekommt man deutliche Spaltungen. Das pa-Optimum 
scheint für beide Vorgänge ungefähr das gleiche zu sein, d. h. in der 
Nähe des Neutralpunktes zu liegen. 


Tabelle XXVIII. Tetanusbazillen auf Gelatine. 
4 ccm Gelatinemischung + Leem Bazillsuspension. 37°, 








Verflüssigungsgrad nach Stunden 











N Da EA cn 
1 30 jį 0 (2) (3) 
2 40 0 0 1 
3 4,9 | 0 1 1 
4 5,5 | 0 2 2 
5 6,1 0 2 3 
6! 69 | 0 3 4 
7 75 | 0 3 4 
8 79 0 2 4 
9 | 83 | 0 1 4 
10 88 Jo 1 4 


NN Bees e 
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Tabelle XXIX. 
Tetanusbazillen auf Pepton. 


4 ccm 5proz. Pepton + Leem Bazillsuspension + NaOH(HCl) + We 
= 20 ccm. Toluol und Chloroform zugesetzt. Stickstoff im Pepton = 3l mg 





| mg freigemachter Amino» 


Nr. | en WË, j | stickstoR nach 16 Stunden 
ı 4,2 | 1,5 , 
2 | 5,0 | 3,2 
OO | 6,3 f 4,0 
4 | 7,5 i 4,9 | 
5 | 8,6 , 4,0 | 


In Tabelle XXX ist die Autolyse von Tetanusbazillen wieder- 
gegeben. Das Optimum der Autolyse scheint auch hier zwischen 
Pp = 4 bis pg = 6 zu fallen, und zwar in eine Zone, wo die Ausflockug 
am stärksten ist. | 


Tabelle XXX. 
Autolyse von Tetanusbazillen. 


10 ccm Bazillsuspension + NaOH(HCI) + Wasser = 20 cem. 37°. Tolud | 
und Thymol zugesetzt. 10 ccm Bazillsuspension enthielt 36,0 mg Gesamt- 




















stickstoff. 
` 
| frei hter Aminos 
Nr. lam ee SE och 24 Stunden | Bemerkungen 
SE O n N ` 
Hl 
1. 33 | 0 N klar 
2 4,6 3,1 | Ausflockung 
31 55 | 3,0 j Ausflockung 
. 6,4 | 0,9 d trübe 
2 TI, 1,2 | N klar 
6, 82 | 1.3 "N klar 


Was wir bestimmt sagen können, ist also, daß sowohl im Bouillon- 
filtrat wie in autolysierten Tetanusbazillen sekundäre Proteasn 
(Tryptasen) vorhanden sind, und zwar in viel reichlicherer Menge als 
bei Diphtheriebazillen. Dagegen sind ebenso wie bei Diphtheriebazillen 
keine sicheren Beweise für die Existenz von primären Proteasen ge 
funden worden. 


VIII. Die enzymatische Bildung des Diphtherietoxins. 


Wie früher erwähnt worden ist, hat der eine von uns (Walbum, 1919) 
auf einen speziellen Effekt aufmerksam gemacht. Wenn man Diph- 
therietoxin mit Bouillon oder Wittepepton vermischt, wird die Mischung 
zuweilen toxischer als das Toxin allein. Bei Diphtherietoxin war die 
Wirkung ziemlich gering, bei Staphylolysin dagegen gelang es, gen 
gewaltige Effekte hervorzubringen. | 
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Walbum deutete diese Effekte in der Weise, daß nicht das Toxin, 
sondern ein ‚Protoxin‘‘ aus der Bakterienzelle sezerniert wird. Das 
»Protoxin** vereinigt sich mit einem Albumosemolekül und gibt das 
Toxin ab. i 


Ganz kürzlich hat Walbum (1923) eine Arbeit veröffentlicht, in 
welcher er zeigt, daß, wenn man mit Quarz zerriebenen und mit Toluol 
jetóteten Diphtheriebazillen Nährbouillon oder Wittepepton zusetzt, 
lie Mischungen zuweilen viel toxischer werden als die Bazillensuspension 
selbst. Aus den toten Bazillenleibern kann also ein Stoff extrahiert 
werden (die Extraktion erfolgt am besten bei schwach alkalischer 
Reaktion), der in Berührung mit Albumosen Toxin bildet. Das so 
erzeugte Toxin ist ein wirkliches Toxin, das von Antitoxin, aber nicht 
von Normalserum neutralisiert werden kann. 


Bekanntlich hat man längere Zeit ähnliche Beobachtungen in bezug 
suf Schlangengifte gemacht (Delezenne 1902, Kyes und Sachs 1903, Kyes 
1908, Morgenroth 1905), wonach z. B. das Kobrahämolysin nach Mischung 
mit Lecithinen vielfach verstärkt wird. Später hat Morgenroth auch etwas 
Ähnliches für das Diphtherietoxin gefunden. Morgenroth und Pane (1906) 
deuten dies folgendermaßen: ‚die Toxine seien in ihrer ursprünglichen 
Lösung nicht oder nur zum Teil als solche vorhanden; dagegen ganz oder 
überwiegend als ungiftige Modifikationen derselben Art", und weiter können 
diese Modifikationen, ‚durch die Änderung der chemischen Eigenschaften 
des Lösungsmittels oder durch Bindungen an Zellrezeptoren die Bedingungen 
zu einer Umwandlung in das eigentliche Toxin abgeben“. Auch hat 
Morgenroth später (1912) diesen Standpunkt befestigt. In ähnlicher Weise 
können Versuche von Neufeld und 'Dold (1911) gedeutet werden. Auch 
Pick (1912) diskutiert die Möglichkeit, daß die Toxine auch an Eiweiß- 
moleküle gekoppelten ungiftigen Produkten entstehen. 


Es muß doch besonders hervorgehoben werden, daß die Hämolyse 
eine Reaktion von ganz anderer Art als die der Diphtherietoxinwirkung 
sein kann. Die Versuche betreffs des fördernden Einflusses der Hämo- 
lyse durch Zusatz von Lecithin oder Peptonen könnten auch so ge- 
deutet werden, daß diese Körper in irgend einer Weise die roten Blut- 
körperchen leichter angreifbar für das Gift machen. So hat z. B. Arrhe- 
mus (1912) gezeigt, daß die Hämolyse mit einem anorganischen Gift, 
Borsäure, durch Zusatz von Lecithin gesteigert wird. 


Es ist daher am sichersten, keine absolute Parallelität zwischen 
den Hämolysinwirkungen und den im folgenden beschriebenen Toxi- 
zitätserhöhungen anzunehmen. 

Wir haben diesbezügliche Versuche wiederholt, und der Effekt 
war keineswegs leicht hervorzubringen. Es wurden mehrere Versuchs- 
reihen mit negativem Resultat ausgeführt. In dem unten zitierten 
Versuche fiel das Resultat jedoch positiv aus, und die Differenzen 
sind jedenfalls so groß, daß Versuchsfehler ausgeschlossen sind. 
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Diphtherietoxin auf Bouillon oder Pepton. 

Falls ein fertiggestelltes Toxin lángere Zeit bei 37% steht, win 
es spontan abgeschwächt. Gleichzeitig nimmt der Formolstickstof 
zu, obwohl nur in geringem Grade, was eine schwache Proteolvx 
andeutet. Die Tabelle XXXI gibt einen derartigen Versuch wieder. 

In den Tabellen XXXII und XXXIII ist das Toxin mit verdünnter 
Diphtheriebouillon im Verhältnis 1: 1 gemischt worden. In beiden Fällen 
hat die Toxizität zugenommen, und zwar im ersteren Falle nach 
5 Stunden bei 37% wenigstens um das Fünffache, im zweiten um das 
Doppelte nach 9 Stunden. Später nimmt die Toxizität ab, und zwar 
relativ schneller als in der Tabelle XXXI. Man bemerke auch, daß 
die Toxizität unmittelbar nach Mischen mit Bouillon geringer is, 
als wenn das Toxin mit Kochsalzlösung verdünnt wird. 


Tabelle XXXII. Toxin (IO K. Y 
Tabelle XXXI. Schwächung des +4 Bouillon (1:1). Bei 37°. Tolud 


ungemischten Toxins. zugesetzt. M. d. l. des Toxins allein 
Toxin III K. 9. Tempetatur 37°. = 0,0034 cem. 


mg freigemachter | Toxinstärke 
e Naeh PH “Aminostickstoff D. m. L 
tunden pro 10 ccm SCH 








freigemachter | Toxinstirk: 
A ninostickstoff 





Tabelle XXXIII. Toxin (III K. 9) 

+ Bouillon (1:1). Bei 37°. Toluol 

zugesetzt. M. d. L des Toxins allein 
= 0,0034 ccm. 





Toxinernheiten. 








Abb.7. Enzymatische Toxinbildung. 
Dipbtherietoxin + Bouillon (1:1) (Tab. XXXID. 


Die Tabelle XXXIV zeigt einen Versuch, wo das Toxin mit Pepton 
Witte im Verhältnis 1:1 verdünnt worden ist, und auch hier erhalten 
wir eine vermehrte Giftigkeit. 

Diese Versuche sind in der Abb.7 graphisch dargestellt und 
werden unten besprochen werden. 
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Tabelle XXXIV. 
Toxin (III K. 9) + Wittepepton (1:1). Temperatur 37°. Toluol zugesetzt. 
M. d. 1. des Toxins + 1 vol. Salzlösung = 0,0034 ccm. 


Nach mg freigemachter Aminos Toxinstärke 
Stunden || PH stickstoff pro 10 ccm D. m. L 








7,6 0 > 0,005 

6 176 0 0,0024 
19 | 7,5 0,7 0,004 
48 |75| 2,4 0,006 


Gemahlene Diphtheriebazillen auf Bouillon oder Pepton. 

Die Versuchsmethode war der im Abschnitt VII beschriebenen 
ähnlich, jedoch wurde immer bei pg = 8 extrahiert, indem von Walbum 
die Beobachtung gemacht worden war, daß eine schwach alkalische 
Reaktion für die Extraktion am besten ist. 


Die Tabelle XXXV zeigt, wie die Giftigkeit der Diphtheriebazillen- 
suspension mit der Zeit abnimmt. 


Tabelle XXXV. 


Schwächung der Toxizität autolysierter Diphtheriebazillen. 
Bazillen III P. 9 Gesamtstickstoff je Kubikzentimeter 7,2 mg. Toluol 
und Chinosol zugesetzt. Bei 370, 


: : Toxinstärke 
Nach mg freigeiachter Aminos 
Stunden!) PH stickstoff pro 10ccm Emulsion D. m. L 
| ccm 











Die Abnahme ist jedoch relativ klein, ebenso wie es ersichtlich ist, 
daß innerhalb der Diphtheriebazillen im Verhältnis zu dem in die Bouillon 
herausgetretenen sehr wenig fertiggebildetes Toxin vorhanden ist. 

Die Tabellen XXXVI und XXXVII zeigen die Einwirkung der 
Bazillensuspension auf Bouillon (1: 3) und Pepton Witte (1:3). 

XXXVI. 
Diphtheriebazillen auf Bouillon. 


1 Teil Suspension (III P. 9) + 3 Bouillon. Toluol und Chinosol zugesetzt. 
Bei 37°. 








mg freigemachter Amino» 
stickstoff pro 10 ccm 
Mischung 


Toxinstirke 
D. m. l. 


SEN PH 








ccm 
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- Tabelle XXXVII. 


1 Teil Suspension (III P. 9) + 3 Teile Wittepepton (4%). Toluol und 
Chinosol zugesetzt. Bei 370, 


A _ 00 E A U I Sege Geet AE Eë _ 




















Nach mg dl eet Aminos Toxinstä 
Sünden PH | "SE e 10 ccm | D aa rke 
0 75 | 0 0,72 
6 7,5 0 0,72 
18 15 | 0,5 0,72 
40 7,6 | 1,2 0,72 
84 76 | 2,2 | 0,56 


Die Wirkung ist betreffe des Peptons fraglich, wohingegen de 
Mischung von Bazillen und Bouillon bedeutend toxischer geworden 
ist. Die Sterilitätsprobe zeigt, daß in den Bakteriensuspensionen 

keine lebenden Bazillen zu finden 
mg Aminostickstof' pro 10 ccm. | waren. In der Abb.8 wird der 
Versuch graphisch dargestellt. 

Wir sehen hier sowohl betreffs 
der Toxinbouillon- als der Bazillen- 
EEE bouillonmischungen, daß die Toxi- 
zität zunimmt, aber nicht momentan, 
sondern nach einer gewissen Zeit. 

} Während dieser Zeit ist keine Ver- 

u Stunden ` mehrung des Aminostickstoffs nach- 
"bazilien + Bouillon 1:3) (abele XXX VD. Weisbar, d. h. daß keine größer 
proteolytische Wirksamkeit statt- 

gefunden hat. Nach 16 Stunden oder mehr wird aber die Vermehrung 
des Aminostickstoffs merkbar, und gleichzeitig nimmt die Toxizität ab. 

Im Abschnitt XI werden wir die Möglichkeiten einer Deutung 
dieses Phänomens besprechen. 





oa Som Ge D a fo te 


IX. Die Dialyse des Diphtherietoxins. 


Schon in der Einleitung haben wir erwáhnt, wie eingehend man 
anfangs das Dialysiervermögen des Diphtherietoxins studierte ; indessen 
ist es jetzt einleuchtend, daß diese Fähigkeit auf der Porenweite des 
Pergamentpapiers oder des Kollodiumhäutchens beruht, weshalb die 
älteren Resultate mit einer gewissen Vorsicht betrachtet werden müssen. 
Zusammenfassend darf man sagen, daß das Diphtherietoxin gewib 
durch Dialysiermembrane diffundieren kann, obwohl ausgesprochen 
schwieriger als einfache Salze, dagegen aber merklich leichter als echte 
Eiweißkörper. Besonders Bechhold hat dieser Frage ein eingehendes 
Studium gewidmet und war eine Zeitlang der Meinung, durch Ultre 
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tration das Molekulargewicht des Toxins einigermaßen feststellen 
kónnen. In seiner letzten Arbeit hat er aber diesen Standpunkt 
t der Begründung verlassen, daß andere Faktoren als die Poren- 
ite das Dialysiervermögen des Toxins bestimmen. 

Wir haben einzelne Versuche mit Dialyse des Diphtherietoxins 
rch eine Sörensensche Kolloidmembran unter Druck ausgeführt. 
s Kontrolle haben wir eine Lösung von Pepton Witte verwendet, 
Iche denselben Stickstoffgehalt wie das Toxin hatte und durch 
:selbe Membran dialysiert wurde. Die Membran enthielt 200 ccm 
xin- oder Peptonlósung, die Dialyse fand bei 0% bei einem Über- 
uck von 60 mm Quecksilber in 12 Stunden statt. Das Spiil- 
sser machte 2 Liter aus. | 


Tabelle XXXVIII. 


alyse von Toxin (III K. 9) und Pepton Wte durch dieselbe Kollodium- 
membran. 12 Stunden bei 0°. 














| 9 N Toxineinheiten in 0 
Substanz a Meere AS en en E 
i im Rückstand | im Dialysat im Rückstand ' im Dialysat 
i | 
ININ de ef 11 | 29 70 ! Toxin anwesend, 
Ä Ä konnte aber quan- 
| ' titativ nicht be- 
| | | - stimmt werden. 
sung von | | i | | | 
Pepton Witte | 83 | 17 | — | — 





Von dem Pepton Witte ist nur ein verhältnismäßig kleiner Teil 
arch die Dialysiermembran gegangen, von dem Toxin etwas mehr, 
as darauf beruht, daß die Eiweißkörper des letzteren teilweise ab- 
"haut sind. Vom Toxin ließen sich zwei Drittel im Dialysierrückstand 
achweisen. Im Dialysat ließ sich zwar Toxin nachweisen, aber nicht 
hantitativ bestimmen. Jedenfalls waren weniger als 30%, des Toxins 
n Dialysat vorhanden, weshalb anscheinend Toxin verloren gegangen ist. 


Das Interessanteste an dem Versuche ist indessen, daß man in 
roben Zügen sagen darf, daß die toxischen Substanzen mit derselben 
eschwindigkeit wie das Pepton Witte dialysieren; aber daraus be- 
immte Schlüsse betreffs des tatsächlichen Molekulargewichts zu ziehen 
der anzugeben, ob das Toxin eine einheitliche Substanz sei oder eine 
tuppe von toxischen Körpern von ungleicher Molekulargröße, ist 
nmöglich. | 

Um in diese Frage weiter einzudringen, wäre es zweckmäßig, 
uf dem von Arrhenius und Madsen eingeschlagenen Wege weiter- 
gehen und die Diffusionsgeschwindigkeit des Toxins zu bestimmen; 
ir haben indessen keine Gelegenheit gehabt, diesbezügliche Ver- 
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suche auszuführen, und zitieren hier die von Arrhenius gefunden+* 
vergleichenden Zahlen. 











si s 
Stoff oa 
Natriumchlorid .. .., 0,94 | 
Diphtherietoxin . | | . 0.014 | 
Diphtherieantitoxin 0,0015 | 
Tetanolysin ...... 0,037 
Antitetanolysin b 0,0021 


In diesem Zusammenhange sei eine vereinzelte Beobachtung mi! 
geteilt, die möglicherweise einen Hinweis auf die wirkliche Toxinmenze 
in einer Toxinbouillon geben könne. Wie bekannt, hat Ramon gez, 
daß, wenn Antitoxin mit Toxin genau neutralisiert wird, eine maxima? 
Ausflockung eintritt, welche Methode der Verfasser für Messungen der 
Toxinstärke empfiehlt (s. auch Schmidt, 1923); indessen ist es nur eine 
Vermutung, daß wir hier mit einer Totalausfällung des Toxins zu tu 
haben. 

Wir zentrifugierten die Fällung von etwa 200 cem Toxin-Antitoxin- 
mischung, spülten mit Kochsalzlösung aus und bestimmten im Rückstand: 
den Gesamtstickstoff. 


a b 
Gesamtstickstoff in 200 ccm Mischung. . . . 1080 mg 940 mg 
Gesamtstickstoff im abfiltrierten Niederschlag 2,3 0,9 


Aus dieser Tabelle ersehen wir, daß höchstens einige Zehntel Prozent 
des Gesamtstickstoffs ausgefállt werden, und es ist unmöglich, zu ent- 
scheiden, ob im Niederschlage alles Toxin ınit ausgefällt wird oder der 
Niederschlag aus atoxischen Substanzen besteht. Der Versuch deutrt 
jedoch an, daß, falls das Toxin eine stickstoffhaltige Substanz ist, es nur 
einen sehr geringen Teil des Stickstoffs der Toxinbouillon enthält. 

Eingehende Versuche zu dieser Frage würden von großem Inter- 
esse sein. 


X. Ist das Diphtherietoxin eine Fettsubstanz? 


In gewissen Fällen spielen bekanntlich Fettsubstanzen in sero- 
logischer Beziehung eine Rolle. Deshalb ist es a priori keineswer: 
ausgeschlossen, daß die Fettsubstanzen der Diphtheriebazillen in irgend 
einem Verhältnis zum Toxin stehen können. Die amerikanischen 
Forscher Warden, Connell und Holly (1921) haben jüngst nicht nur 
behauptet, daß die toxischen Substanzen eben das Fett der Diphtherit- 
bazillen seien, sondern auch, daß man aus gewissen Fetten, wie Olein. 
Palmitin und anderen, in Verbindung mit Cholesterin, Natriumhydroxvi 
und Bouillon ein Diphtherietoxin synthetisieren kann; fernerhin sollte 
es der Dispersionsgrad sein, welcher die Giftwirkung bestimme, d. h. die 
Giftwirkung wäre eine kolloidchemische Erscheinung. Es ist zu 
vermuten, daß diese Verfasser von der in der Einleitung erwähnten 
Vaughanschen Hypothese betreffs der Natur der Bakteriengifte b- 
einflußt sind. Daß ihre Angaben etwas phantastisch klingen, ist von 





Diphtherietoxin. 551 


eniger Belang, und sollten sie sich als richtig erzeigen, würde hier 
ine wichtige Möglichkeit einer Lösung der Frage über die Natur der 
jakteriengifte vorliegen, was auch von Hartley (1922) hervorgehoben 
ird. In dieser Verbindung muß eine Arbeit von Much und Schmidt (1922) 
rwähnt werden. Diese Verfasser haben die antigenen Eigenschaften 
'erschiedener Fette studiert, konnten aber weder eine tödliche Wirkung 
mf Versuchstiere noch eine Bildung spezifischer Antikörper durch 
Verabreichung dieser Stoffe nachweisen. Dagegen zeigten sie, daß 
njizierte Fettstoffe sehr langsam resorbiert werden. Durch einen 
Vergleich mit diesen Versuchen treten die Resultate Wardens und 
seiner Mitarbeiter als sehr eigentümlich hervor. 

Um möglicherweise diese Frage zu klären, haben wir einige Ver- 
suche mit in verschiedener Weise extrahiertem Diphtheriebazillenfett 
ausgeführt, indem wir die Toxizität dieser Extrakte ausprobierten. 
Die Extraktion wurde, wenn nicht anderes angegeben wird, folgender- 
maßen ausgeführt. Das Material, Diphtheriebouillon oder mit Quarz, 
zerriebene Diphtheriebazillen, wurde bei Zimmertemperatur mit einer 
Mischung von Äther und Petroläther geschüttelt. Die klare Äther- 
schicht wurde abgegossen und bei 37% verdunstet, der Ätherrückstand 
mit reinem Petroläther geschüttelt und dieser wieder bei 37° ver- 
dunstet. Dieser Prozeß wurde mehrmals wiederholt, was notwendig 
ist, indem sonst etwas toxinhaltiges Wasser mit übergeführt werden 
kann, was selbstverständlich das Resultat verschleiern kann. Der 
Ätherrückstand wurde in 96proz. Alkohol gelöst und diese Lösung 
für den Versuch verwendet. Es ist indessen jetzt zu bemerken, daß 
sowohl das Toxin wie die Bazillenemulsion eine schwach alkalische 
Reaktion besitzen, die Fette also teilweise als Seifen vorhanden sind; 
das Material anzusäuern, ist aber untunlich, weil dadurch, wie wir 
früher gezeigt haben, das Toxin sehr schnell vernichtet wird. Man 
kann deshalb nicht darauf rechnen, alles Fett extrahieren zu können. 

Es ist nun notwendig, zu erfahren, ob die Ätherextraktion das 
Toxin abschwächt. Ein diesbezüglicher Versuch wird in der Ta- 
belle XXXIX angegeben. 


Tabelle XXXIX. 





Injizierte Dose in 250g Meerschwein 




















Toxin | ee 
= y 0,005 ccm | 0,003 ccm Bé 0,002 ccm 
Ni A A A ASA aa Ve AO | En, ee ee ee Een 
Unsprünglichese ......... | t n. 1 Tag |? n.3 Tagen Lebt.Gr.Inf. 
Dasselbe, mit Äther extrahiert . . } n.1Tag|t n.4 Tagen; Lebt.Gr.Inf. 


Aus diesem Versuche geht hervor, daß eine Ätherextraktion jeden- 
falls keine größere Abschwächung des Toxins hervorruft. Dieses Re- 
sultat ist keineswegs befremdend, denn ließe sich das Toxin durch 
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fettlösende Stoffe abschwächen, so wäre die allgemein verwendete 
Methode, das Toxin durch Toluolzusatz zu konservieren, ungangbar. 

Der nächste Schritt ist, festzustellen, inwiefern die ätherextrahierten 
Körper toxisch wirken können. Der Extrakt ist eine ausgesprochen: 
Fettsubstanz, in Alkohol und Äther löslich und in Wasser unlöslich. 
Die Farbe ist schwach gelblich. Nur geringe Mengen sind extrahierhar: 
so wurden aus 300 ccm Bouillon nur 0,4 g Substanz mit einem Stickstoff- 
gehalt von 10%, und aus 120g feuchter Diphtheriebazillen 0.25g 
Trockensubstanz mit einem Stickstoffgehalt von 8,5%, extrahiert. 

Folgende Versuche über die toxische Einwirkung des Extraktes 
wurden ausgeführt. 

Versuche. 

a) Toxin VI, D. m. L 0,003 cem. Leem in Alkohol gelöster Äther- 
extrakt + 3cem NaCl-Lösung, 4ccm des Ausgangsextraktes entsprecheni, 
wurde auf je 250g Meerschweinchen injiziert; diese Menge entsprach 
1300 tödlichen Toxindosen. Das Versuchstier bekam am zweiten Ta: 
“ein kleines, hartes Infiltrat, welches 6 Tage später eine erbsengroße, will 
abgegrenzte Wunde mit reiner Wundfläche bildete. Das Tier nahm de 
ganze Zeit an Gewicht zu und zeigte keine Vergiftungssymptome. 

b) 100g feuchter Diphtheriebazillen wurden mit 300 cem Athermischun: 
geschüttelt. Von der Bazillenemulsion allein vermochten 0,2 ccm em 
Meerschweinchen in 4 Tagen zu töten. 1ccm alkoholgelöstes Fettextrak: 
+ 3 cem NaCl-Lósung, 8 g Bazillen entsprechend, wurden an 250g Mer- 
schweinchen injiziert. Die Dosis entsprach somit 40 tödlichen Dosen. Dis 
Tier lebte, nahm an Gewicht zu und zeigte keine anderen Symptome als 
die oben erwähnte spezifische, abgegrenzte, harte Infiltration. Es tra: 
keine Wunde auf. 

Diese Versuche zeigen somit, daß das Toxin durch direkte Aker. 
extraktion sich nicht gewinnen läßt. Bemerkenswert sind die Infiltra- 
tionen, welche ein ganz andersartiges Aussehen als die typischen Di 
phtherieinfiltrationen haben. Sie sind lokal begrenzt, strahlenförmig 
und hart. Mitunter zeigt sich nach 5 bis 10 Tagen an der Infiltration:- 
stelle eine Wunde mit reiner Wundfläche und abgegrenztem Rand. 
die jedoch ohne weiteren Schaden für das Tier bald heilt. Wir werden 
weiter unten sehen, wie diese typische Infiltration eben nach Injektion 
von Fettemulsionen entsteht. 

Man könnte sich auch denken, daß die Fettsubstanzen selbst 
nicht fertig gebildete Toxine sind, sondern ‚Protoxine‘‘, was übrigens 
auch die Anschauung Wardens und seiner Mitarbeiter zu sein scheint. 
daß das Fett also erst nach Mischen mit Bouillon toxisch wird. Hier- 
über haben wir den folgenden Versuch ausgeführt. 


Versuche. 


c) Toxin VI, D. m. l. 0,003 ccm. 5ccm alkoholgelöster Ätherextrakt 
+ 45 ccm Bouillon von pu = 7,2 werden 8 Stunden in den Thermoststen 
bei 37% nach Schütteln gestellt. Aus dieser Mischung werden 4 cem (750 töd- 
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ichen Dosen entsprechend) einem Meerschweinchen von 250g injiziert. 
Jas Tier nahm an Gewicht zu und zeigte keine anderen Symptome als 
ine kleine harte Infiltration. Keine Wunde. 

d) 5 ccm Bazillenextrakt + 45 ccm Bouillon bei 37% in 16 Stunden, 
u = 7,4; hiervon wurden 4ccm einem Meerschweinchen von 250g 
20 tödlichen Dosen entsprechend) injiziert. Das Tier nahm an Gewicht zu 
md bekam nach 3 Tagen eine typische kleine Infiltration, welche am 
ehnten Tage eine bald geheilte Wunde vom obenerwähnten Typus ergab. 

e) 100g feuchte Bazillen  — 200ccm mit Alkohol geschüttelt und 
0 Tage bei 37° extrahiert, 5ccm von diesem Extrakt f — 30ccm Bouillon, 
m = 7,4, gut geschüttelt, und 40 Stunden im Thermostaten bei 37° belassen, 
laraus 4 ccm einem Meerschweinchen von 250g injiziert. Gewichtszu- 
ıahme; kleine Infiltration, in lokalisierte Wunde übergehend. 


In keinem der hier mitgeteilten Versuche ist es gelungen, durch 
ws Bazillen oder Toxin extrahiertes Fett eine nachweisbare Gift- 
sirkung zu erhalten. Die einzige Wirkung war die erwähnte spezielle 
Infiltration. 

Wir haben einzelne Versuche mit den ‚synthetischen Toxinen‘‘ 
nach Warden, d. h. Fettemulsionen, ausgeführt, und teilen hier einen 
solchen mit: 

f) 2 g Ölsäure, 2 g Stearinsáure, 0,1 g Cholesterin und 0,5g Natrium- 
hydroxyd wurden in 100 ccm Alkohol gelöst. Aus dieser Lösung wurden 
Z rem tropfenweise und unter Umschütteln zu 98 cem Bouillon (nn = 7,4) 
getan und 16 Stunden im Thermostaten bei 37° stehengelassen. Später wurden 
aus dieser Emulsion 2 ccm einem Meerschweinchen (250 g) injiziert. Das 
Tier zeigte keine krankhaften Symptome, nahm an Gewicht zu, zeigte 
aber dieselbe spezielle Infiltration wie die voranstehenden. Die Infiltration 
ging nach 12 Tagen in eine Wunde über. 

Es wäre denkbar, daß die erwähnten Infiltrationen eine schwache 
Diphtherietoxinwirkung andeuten könnten; in diesem Falle dürften 
sie nicht entstehen, falls zum Extrakte und den Suspensionen erst 
eine gewisse Menge Diphtherieantitoxin getan worden war. Wir haben 
einen Versuch in dieser Richtung ausgeführt, welcher in Tabelle XL 
dargestellt ist. Wir haben hier sowohl normales als Diphtherieserum 
verwendet. 


Tabelle XL. 




















Nr. | Material i a Venue 

l Toxin VI, 0,003 ccm Tot nach vier Tagen 

2 Extrakt davon, entsprechend Lebt. Kleine lokale Infiltration. 
750 tödliche Dosen i Nachher wund 


3 Dasselbe + — 0,2 ccm Normal, Dasselbe 


serum 
4 : Dasselbe t — 0,2 ccm Diphtherie- , Dasselbe 

Wir sehen hier, daß weder das Normalserum noch das Diphtherie- 
serum das Entstehen der Infiltration und Wunde verhindern kann. 
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Diese Reaktion beruht wohl demnach ganz einfach auf dem injizierten 
Fett, gleichgültig, ob es aus Diphtheriebazillen herstammt oder nicht. 

Somit haben unsere Versuche als Resultat ergeben, daß die Fett. 
substanzen der Diphtheriebazillen mit großer Wahrscheinlichkeit 
weder selbst die toxischen Substanzen sind noch als ,,Protoxin* das 
Entstehen dieser verursachen können. Wenn eine Spur von Realität 
in den kategorischen Äußerungen Wardens, Connells und Holly m 
finden wäre, müßte es sich unserer Meinung nach in den hier berichteten 
Versuchen bestätigt haben. Die Nichtúbereinstimmung der von uns 
und den erwähnten Forschern gemachten Versuche dadurch zu e 
klären, daß wir bei keinem ‚passenden Dispersitátsgrad'* oder anderen 
„passenden kolloidalen - Bedingungen‘ gearbeitet haben, dürfte woh 
kaum als logisch befriedigend angesehen werden. | 

Die Theorie, daß das Diphtherietoxin eine Fettsubstanz wär. 
hat somit in unseren Versuchen keine Stütze gefunden. 


XI. Diskussion. 

Im vorhergehenden sind einige auf verschiedenen Wegen ermittelte 
Tatsachen über die Beziehungen zwischen der Tätigkeit der proteo 
lytischen Enzyme der Diphtheriebazillen und ihrer Toxinproduktion 
festgestellt worden. Diese experimentellen Befunde sind auch als de 
wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchung anzusehen. | 

Doch drängt sich unwillkürlich die Frage in den Vordergrund. 
was diese Versuche mit Rücksicht auf die chemischen Vorgänge de: | 
Toxinbildung zu besagen haben und wie die chemische Natur de 
Diphtheriegiftes aufzufassen ist. Freilich bewegen wir uns hier auf 
dem Gebiete der Hypothesen, und unsere nachstehend entwickelten 
Anschauungen dürften nur als eine Arbeitshypothese aufzufassen sein. 

Zuerst scheint aus diesen Untersuchungen hervorzugehen, dal 
das Diphtherietoxin entweder selbst ein intermediäres Eiweibabbau: 
produkt oder sehr intim mit einem solchen verbunden ist. Die Hypo 
these, daß das Toxin ein Fettstoff oder ein mit den Fettkomplexen 
der Diphtheriebazillen verbundener Stoff sei, scheint wenig wahr 
scheinlich zu sein. 

Dann kommt die Frage, in welcher Weise das Toxin gebildet wird. 
Hier sind zwei Möglichkeiten vorhanden: 

A. Das Toxin wird innerhalb der Bazillenleiber gebildet. 

B. Das Toxin wird außerhalb der Bazillen gebildet. 

A. In bezug auf A. können wir uns folgende Möglichkeiten denken: 

1. Das Toxin ist ein normales Stoffwechselprodukt, wie z. B. del 
Harnstoff der höheren Organismen. Aber dies ist wenig wahrscheinlich 
in Anbetracht der Tatsache, daß Wachstum und Toxinbildung durch- 
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us nicht parallel gehen. Es ist viel leichter, gutes Wachstum als gute 
Poxinbildung zu erhalten. 

2. Das Toxin ist ein extranormales Stoffwechselprodukt, das nur 
əntsteht, wenn den Bazillen gewisse bestimmte Aminosäuren oder 
„vitaminstoffe‘‘ (Davis, 1920) zu Gebote stehen. Unsere Versuche 
in Abschnitt IV zeigen z. B., daß zwei Bouillons mit Wittepepton, 
in deren einer das Pepton durch Trypsin gespalten worden ist, beide 
gutes Wachstum aufwiesen, daß aber nur in der ungespaltenen Toxin 
gebildet wurde, ungeachtet, daß die gleichen Mengen „Vitamine“ 
und Aminosäure vorhanden waren. Übrigens fanden wir, daß das 
reichliche Vorhandensein von Albumosen für gute Toxinbildung in 
allen den von uns untersuchten Fällen Bedingung war. Wenn nur 
tiefer abgebaute Stickstoffverbindungen vorhanden waren, blieb trotz 
guten Wachstums stets die Toxinbildung aus. Auch die Theorie, daß 
das Toxin ein extranormales Stoffwechselprodukt ist, muß daher als 
sehr fraglich bezeichnet werden. 


3. Das Toxin ist ein postmortales Autolyseprodukt der Diphtherie- 
bazillen. Die Theorie ist jedoch durch die Tatsache widerlegt worden, 
daß zerriebene und autolysierte Diphtheriebazillen im Verhältnis zu 
Diphtherietoxin nur verhältnismäßig wenig giftig sind. 


Wir glauben, daß diese drei Fälle als typisch aufzufassen sind, 
und wenn man sich auch noch andere denken kann, werden sich diese 
doch auf irgend einen der. hier skizzierten zurückführen lassen. 


Wenn wir also die Auffassung A., daß das Toxin innerhalb der 
Bazillenleiber gebildet wird, zusammenfassend betrachten, so erscheint 
sie kaum haltbar. Wir wenden uns daher zu dem entgegengesetzten 
Standpunkt B., daß das Toxin ganz oder zum größten Teil außerhalb 
der Bazillenleiber gebildet wird. 


B. 1. In erster Linie besteht hier die von Morgenroth und Pane (1906) 
und Walbum (1909, 1922) aufgestellte „Protoxintheorie‘‘, d.h. daß die 
Diphtheriebazillen nicht ein fertiges Toxin sezernieren, sondern ein 
atoxisches ‚,Protoxin‘‘, das durch Addition mit einem Molekül Albumose 
das Toxin bildet. Die ersten Untersuchungen Walbums berühren das 
Staphylolysin, und hier hat es den Anschein, als ob es in der Tat ein 
derartiges Additionsprodukt wäre. Es ist daher naheliegend, zu denken, 
daß das Diphtheriegift in ähnlicher Weise gebildet wird. Aber wie 
nachstehend entwickelt wird, scheint es, als ob die Bildung von Staphylo- 
lysin und die Bildung des Diphtherietoxins zwei wesentlich verschiedene 
Prozesse sind, wie dies Walbum (1922) hervorhebt. 

2. Der andere von uns (Dernby, 1922) hat eine andere Hypothese 
aufgestellt, die ebenfalls voraussetzt, daß das Toxin zum größten Teil 
außerhalb der Bazillenzellen gebildet wird, aber die Toxinbildung 
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nicht als einen Additionsprozeß, sondern als eine proteolytische Spaltung. 
der Albumosen der Bouillon ansieht. | 

Wie früher gezeigt worden ist, hat man bisher die proteolytischen 
Tätigkeiten der Diphtheriebazillen nicht in Beziehung zur Toxi- 
bildung gestellt. In der vorstehenden Arbeit haben wir einen solchen. 
Parallelismus systematisch durchgeführt und sind der Meinung, daran: 
einige ganz neue Gesichtspunkte für die Toxinbildung erhalten zu- 
haben. Die ursprüngliche ‚„Protoxinadditions‘theorie scheint nicht 
für das Diphtherietoxin zu gelten. Denn teils entsteht ein nicht un. 
beträchtlicher Eiweißabbau, wenn man gemahlene Diphtheriebazillr 
oder Diphtherietoxin mit Bouillon oder Pepton vermischt, was gegen 
einen ‚„Additionsprozeß“ spricht, und teils entsteht die erhöhte Toxi- 
zität nicht momentan, sondern erst nach einiger Zeit, und fällt mit 
den ersten Stadien der Proteolyse zusammen. 

Daher ist folgende Theorie, die mit den im vorhergehenden an- 
gegebenen Tatsachen in gutem Einklang steht, aufgestellt worden. 

Die Diphtherietoxinbildung kann folgendermaßen ausgedrückt 
werden: 

Der größte Teil des Toxins wird weder innerhalb der lebenden noch 
von den toten autolysierten Bazillenzellen gebildet, sondern stammt ron 
den Albumosen der Nährbouillons her. Die Diphtheriebazillen sterben 
ab, autolysieren, und dabei werden proteolytische Enzyme spezifischer 
Art frei. Diese Enzyme spalten sowohl die in den Bazillen als auch die 
zum größten Teil in der Nährbouillon vorhandenen Albumosen und Pep- 
tone in einfachere Verbindungen. Einige der ersten intermediären Spalt- 
produkte sind die Toxine. Da der weitaus größte Teil der Albumosen 
aus der Nährbouillon stammt, kann, praktisch genommen, gesagt werden, 
daß die Toxine aus der Bouillon stammen. Wenn der proteolytische 
Abbau weiter geht, werden auch die Toxine gespalten und verlieren dabei 


ihre toxischen Eigenschaften. 
Kurzgefaßt, kann diese Theorie durch folgende Gleichungen aus- 


gedrückt werden: 





durch di 
1:0 Albumosen rot. Ge ee > Zwischenprodukte 
(atoxisch) (toxisch) 
durch die Tiefere Abbauprodukte, 
2:0 Zwischenprodukte Bier CR  Amınssäuremu: dgl. 
(toxisch) (atoxisch) 


Nach dieser Anschauung ist die Toxinbildung nicht ein stetiger 
Prozeß, sondern eine Resultante von zwei in entgegengesetzter Richtung 


wirksamen Reaktionen. 
Unter Benutzung eines zwar sehr willkürlich gewählten Bildes, 


könnte man die Toxinbildung mit der Vergárung von Glucose in 
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lkohol und Kohlensäure vergleichen, welche Vergärung mit Hilfe 
ner Hefeart die zum Teil selbst den Alkohol weiter abbauen kann. 

In dieser Arbeit haben wir vorwiegend mit Experimenten in vitro 
arbeitet. Es ist auffallend, in wie gutem Einklang diese Theorie 
ut sämtlichen von uns gefundenen experimentellen Tatsachen steht. 

Möglicherweise kann diese Theorie auch auf einige der gefundenen 
Vidersprúche im Verhalten des Diphtherietoxins in vitro und in vivo 
in neues Licht werfen. Auch ist es möglich, daß diese Theorie anderen 
sakteriengiften, wie z. B. dem Tetanustoxin und dem Botulismus- 
oxin, angepaßt werden kann. 

Ob die hier skizzierte Theorie nun den tatsächlichen Vorgängen 
ntspricht oder nicht, so hat sie jedenfalls als Arbeitshypothese einen 
Jatz zu beanspruchen, da sie das Verständnis für das Problem der 
(oxinbildung sehr erleichtert und dazu anregen kann, noch tiefer in 
lieses sowohl praktisch als theoretisch wichtige Problem einzudringen. 


XII. Zusammenfassung. ` 


l. Die Diphtheriebazillen üben in Bouillonkultur eine deutliche 
roteolytische Wirksamkeit aus. Parallel mit der Proteolyse und 
wahrscheinlich als eine Folge derselben sinkt die Wasserstoffionen- 
konzentration (pp steigt). ‚Während des ersten Stadiums der Proteolyse 
steigt die Toxizität, erreicht ein Maximum und sinkt dann mit fort- 
schreitender Proteolyse wieder. Es ist wahrscheinlich, daß die spontane 
Toxinzerstörung eher durch die proteolytischen Vorgänge als durch 
erhöhte Alkalinität bewirkt wird. 

2. Um gutes Wachstum der Diphtheriebazillen zu erzielen, müssen 
im Nährboden reichlich tiefgespaltene Eiweißprodukte vorhanden 
sein. Aber um starkes Toxin zu bekommen, scheint es unbedingt not- 
wendig, daß Albumosen oder höhere Peptide anwesend sind. Gute 
Toxinbildung wurde beobachtet unter Benutzung von Wittepepton, 
Martinpepton und Douglas-Hartleybouillon. Dagegen haben Peptone, 
die hauptsächlich tiefgespaltene Eiweißprodukte enthalten, wohl gutes 
Wachstum, aber nur sehr wenig Toxin gegeben. 

3. Die Stabilität des Diphtherietoxins bei verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentrationen wurde untersucht. Es scheint, als ob die 
momentane Schwächung des Toxins im sauren Gebiet durch Neutra- 
lisation jedenfalls teilweise reversibel sei. 

4. Proteolytische Enzyme, wie Trypsin, Erepsin und die sekun- 
dären Proteasen (Tryptasen) von Leukozyten, Hefe, B. prodigiosus, 
B. pyoeyaneus und von den Diphtheriebazillen selbst zerstören oder 
schwächen das Toxin sehr schnell ab. 

9. Eingehende Untersuchungen über die Autolyse und die proteo- 
Ivtischen Enzyme der Diphtheriebazillen wurden ausgeführt. 
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a) Sowohl zerquetschte Bazillen wie das Toxin können autolysieren. 
wenn auch nur sehr schwierig. Das Optimum beider dieser Autolyze- 
vorgänge liegt zwischen pg = 5 bis py = 6. 

b) In der filtrierten Diphtheriebouillon (Toxin) sind nur sehr 
schwache proteolytische Wirkungen zu beobachten. Gelatine wird 
überhaupt nicht angegriffen, Peptone und Glycylglycin werden zu 
einem wohl meßbaren, aber sehr kleinen Betrag gespalten. Das Optimum 
liegt etwa bei pu = 7 bis ph = 8. Die Diphtheriebazillen besitzen 
also keine solchen extrazellulär wirkenden Enzyme wie B. pyocyaneus, 
B. prodigiosus und andere. 

c) In zerriebenen und autolysierten Diphtheriebazillen konnten. 
wenngleich nur schwach wirkende, sekundäre Proteasen festgestelk 
werden, die sowohl Gelatine, Pepton und Glycylglycin spalten können. 
Das Optimum liegt zwischen pg = 6 bis pg = 8. 

6. Die von Walbum nachgewiesene Toxizitátserhóhungen durch 
Zusatz von Bouillon sind bestätigt worden. Wenn fertiges Toxin 
oder ein Extrakt von autolysierten Diphtheriebazillen mit Bouillon 
oder Pepton vermischt wird, so tritt manchmal eine nicht unbeträcht- 
liche Toxizitätserhöhung ein. Die Giftigkeit steigt zuerst, durchläuft 
nach 5 bis 20 Stunden ein Maximum und sinkt dann wieder. Parallel 
mit diesem letzten Vorgang wird der Aminostickstoff erhöht. 

7. Mit Petroläther extrahierte Fettsubstanzen sowohl aus fertigem 
Toxin wie aus autolysierten Diphtheriebazillen wurden auf Giftigkeit 
geprüft. In keinem Falle konnte eine Giftwirkung beobachtet werden. 

8. Einige Parallelversuche mit Tetanustoxin sind ausgeführt 
worden. Die Tetanusbazillen zeigen größere proteolytische Wirkungen 
als die Diphtheriebazillen in Bouillonkultur, besitzen auch kräftigere 
Enzyme. Das Tetanustoxin wird weniger schnell vom Trypsin zerstört 
als jene. Die eigenen Enzyme der Tetanusbazillen scheinen das Toxin 
nicht zu zerstören. Zusammenfassend scheint es, als ob auf diesem 
Gebiete ein Wesensunterschied zwischen den beiden Toxinen besteht. 

9. Eine einfache Hypothese ist aufgestellt worden, welche die 
obigen experimentellen Befunde erklären kann. 
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XVII. Mitteilung. 
Partielle Reduktion von Dinitrokörpern. 


Von 
Carl Neuberg und Elsa Reinfurth. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts 
für experimentelle Therapie, Berlin-Dahlem.) 


In der I. Mitteilung über phytochemische Reduktionen haben 
. Neuberg und E. Welde!) die Umwandlung der Nitrogruppe in die 
minogruppe durch gärende Hefe beschrieben, und zwar am Beispiel 
es Nitrobenzols, das in Anilin übergeht. An einem größeren Material 
aben Neuberg und verschiedene Mitarbeiter gezeigt, daß auch andere 
esoxydierbare Stoffe, wie Aldehyde, Thioaldehyde, Disulfide, Ketone 
nd Diketone, von den lebenden Zellen und aus ihnen gewonnenen 
ubereitungen — Trockenpräparaten oder Säften — in entsprechende 
teduktionsprodukte übergeführt werden, die in den erwähnten Fällen 
ılkohole oder Thioalkohole sind. Die phytochemische Reduktion 
er Nitrokörper ist anders zu bewerten als die reduktive Umformung 
ller weiteren angeführten Verbindungen; denn bei den letzteren können 
eine Durchgangsglieder auftreten, deren Oxydationsstufe zwischen 
ler des Ausgangsmaterials und des Reduktionsproduktes liegt. Anders 
wi den Nitrokörpern. Im Einklange mit den Feststellungen F. Habers?) 
iber den Mechanismus der Desoxydationen von -Nitrogruppen haben 
.. Neuberg und E. Welde in der V. Mitteilung über den genannten 
segenstand in einer Abhandlung über „Zwischenstufen bei der Um- 
vandlung der Nitrogruppe in die Aminogruppe‘‘?) dargetan, daß auch 
Nitrosobenzol und Phenylhydroxylamin von gärender Hefe in Anilin 
ubergefithrt werden, und sie waren zu der Schlußfolgerung gekommen, 
laß über diese beiden Stickstoff-Sauerstoffverbindungen als intermediäre 
Phasen die phytochemische Reduktion des Nitrobenzols selbst verläuft. 


1) C. Neuberg und E. Welde, diese Zeitschr. 60, 472, 1914. 

2) F. Haber, Zeitschr. f. Elektrotechnik 4, 506, 1898; F. Haber und 
R. Russ, Zeitschr. f. physik. Chem. 47, 257, 1904. 

3) C. Neuberg und E. Welde, diese Zeitschr. 67, 18, 1914. 
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Dagegen gelang es ihnen nicht, bei zwei Stickstoffatome enthaltenden 
Gebilden, die auf der Strecke Nitrobenzol —> Anilin liegen, nämlich 
beim Azoxybenzol und Azobenzol, die phytochemische Reduktion zum 
Anilin zu bewirken. Sie fanden vielmehr Azobenzol auf, das in be- 
stimmten Fällen durch Kondensation des Bindegliedes Nitrosobenzal 
mit der Endstufe Anilin entstanden sein kann. 

Schon vor längerer Zeit sind Versuche vorgenommen, Poly-rilre- 
verbindungen mittels gärender Hefe phytochemisch zu reduzieren, und 
wir teilen im folgenden die beim m-Dinitrobenzol erhaltenen Ergebnis 
mit, weil diese Substanz seither von W. Lipschitz!) nach andere 
Richtung hin untersucht worden ist und auf Grund der von ihm g- 
machten wichtigen Angaben das Interesse der Physiologen und Pharma- 
kologen gefunden hat. Der genannte Autor führt an, daß das m-Dinitr>- 
benzol beim Zusammentreffen hauptsächlich mit tierischen Geweben m 
m-Nitrophenylhydroxylamin übergeht, das er zwar nicht in reinem Zo- 
stande zu gewinnen vermochte, aber durch Reaktionen charakterisiert 
hat. Der Verfasser erwähnt auch (1. c.) Experimente mit Hefe sowie mit 
Pflanzenkeimlingen; bei diesen erzielte er eine intensive Gelbfárbung. 
die auf Bildung des m-Nitrophenylhydroxylamins . bezogen wird. 
ebenso wie die Farbprobe mit Sodalösung [Violettfärbung?)]. Ferner 
wurde nach längerer Berührung mit den Organmaterialien eine Flüssig- 
keit erhalten, die eine deutliche Diazoreaktion gab. Dies deutet auf 
die Bildung eines Amins hin; Lipschitz hat an m-Nitranilin gedacht, 
aber auch diese Substanz nicht isoliert. Keineswegs kann nun aus 
dem positiven Ausfall einer Diazoreaktion unbedingt auf das Vorliegen 
von m-Nitranilin geschlossen werden; denn es ist bei der Umwandlung 
des m-Dinitrobenzols eine ganze Reihe von Aminokörpern denkbar, 
beispielsweise das entsprechende Amino-nitrosobenzol, Amino-nitro- 
azoxy-benzol, Diamino-azoxy-benzol, Diamino-hydrazo-benzol, Nitro- 
amino-azo-benzol usw. 

Aus diesem Grunde erscheint es uns geboten, unsere Befunde 
mitzuteilen, daß tatsächlich m-Nitranilin bei der von uns gewählten 
Arbeitsweise entsteht. Diese unterscheidet sich von der von Lipschitz 
eingeschlagenen grundsätzlich dadurch, daß wir mit gärenden Zucker- 
lösungen gearbeitet haben, also in Gegenwart von Kohlenhydrat, das 
nach den Angaben des erwähnten Autors für die von ihm beobachtete 
Reduktionswirkung nicht in Betracht kommt. 


1) W. Lipschitz, H 109, 250, 1920; Pflügers Arch. 196, 463, 1922. 

2) Daß für solche Farbreaktionen jedoch nicht das Hydroxylamin- 
derivat verantwortlich ist, sondern ein aus unreinem m-Dinitrobenzol 
hervorgegangener Begleiter, haben K. Brand (Journ. f. prakt. Chem. [2] 
74, 464, 1906), K. Brand und J. Steiner (Ber. 55, 882, 1922) sowie 
N. Watermann und J. Kalff (diese Zeitschr. 185, 174, 1923) betont. 
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Außerdem besteht ein von uns oft betonter Zusammenhang zwischen 
ivtochemischer Reduktion und Gärung. Er beruht darauf, daß die 
ich Hefe desoxydierbaren Substanzen sich als kräftige Stimu- 
toren der geistigen Gärung erwiesen haben. Insbesondere haben 

Neuberg und M. Ehrlich!) sowie C. Neuberg und M. Sandberg?) 
itgeteilt, daß die verschiedensten Stickstoff-Sauerstoffverbindungen, 
ie Mono- und Poly-nitrokörper, darunter auch das m-Nitranilin, 
rner Nitroso- und Hydroxylaminderivate deutlich katalytische Fähig- 
siten hinsichtlich des Ablaufs der alkoholischen Zuckerspaltung 
falten. Die bisherigen Erfahrungen berechtigen zu der Vermutung, 
aB nahezu jeder Körper, der von arbeitender Hefe reduzierbar ist, 
s Gärungsaktivator zu fungieren imstande ist, und daß umgekehrt 
ärungsbeschleuniger, die eine desoxydierbare Gruppe enthalten, im 
erlauf des Gärungsvorganges hydriert werden können. 


Die im nachstehenden mitgeteilten Daten lehren, daß m-Nitranilin 
us m-Dinitrobenzol außerordentlich schnell gebildet wird und daß 
m Ende des Gäraktes, wo erhebliche Quantitäten m-Nitranilin ab- 
eschieden werden können, auch unverändertes Ausgangsmaterial, 
ämlich m-Dinitrobenzol, noch reichlich vorhanden ist. Als Neben- 
rodukt haben wir m-Dinitro-azoxy-benzol gefunden und einwandfrei 
rekennzeichnet. Die Reaktion nimmt also einen ähnlichen Verlauf, 
sie wir ihn vor einem Jahrzehnt beim Nitrosobenzol ermittelt hatten, 
vo auch zwei Aryl-stickstoffreste während des biologischen Reduktions- 
vorganges zusammentreten. N. Waterman und J. Kalff (l. c.) haben 
bereits darauf aufmerksam gemacht, daß m-Dinitro-azoxy-benzol beim 
Zusammenbringen von m-Dinitrobenzol mit tierischen Geweben auf- 
tritt; sie beziehen seine Bildung auf eine nachträgliche Oxydation 
zuvor erzeugten m-Nitrophenylhydroxylamins. Wir glauben jedoch, 
daß in den Versuchen mit gärender Hefe, d. h. bei praktisch anaerobem 
Verlauf der Umsetzungen in der Atmosphäre von Gärungskohlensäure, 
die Entstehung des Azoxykörpers gedeutet werden kann als eine Reak- 
tion?) von zunächst aus Nitrosobenzol durch Reduktion entstandenem 
Hydroxylaminderivat mit dem nachgebildeten Nitrosobenzol, gemäß 
der Gleichung: 


NO,—C¿H,—NO +0H.HN-C,H,—N0, = H,0 + 
NO,—C¿H,—N: N—-C,H,—NO,., 
Ka 
O 
1) C. Neuberg und M. Ehrlich, diese Zeitschr. 101, 276, 1920. 
2) C. Neuberg und M. Sandberg, diese Zeitschr. 109, 290, 1920. 


3) Vgl. E. Bamberger und E. Renauld, Ber. 80, 2278, 1897; E. Bam- 
berger und A. Rising, Ann. 816, 257, 1901. 
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Indem wir auf die bemerkenswerten, unter anderen Bedingung: 
von Lipschitz ausgeführten Versuche verweisen, wollen wir erwähnen 
daß das m-Nitranilin ein leuchtend gelber Körper von mindesten 
so starker Farbintensität wie das m-Nitrophenylhydroxylamin it 
Dieser Umstand könnte von Bedeutung für die kolorimetrische Be 
stimmung des auf biologischem Wege aus dem m-Dinitrobenzol hervor 
gegangenen Hydroxylaminabkömmlings sein, um so mehr, als nad 
einer uns freundlichst vor längerer Zeit durch Herrn Prof. K. Bro 
in Gießen erteilten Auskunft das m-Nitrophenylhydroxylamin manrh 
mal sogar in hellgelben Kristallen auftritt. Hiervon überzeugten wi 
uns durch Umkristallisation eines uns von Herrn Prof. Brand gútizs 
überlassenen Práparates und durch den Vergleich der Farbstärke va 
äquimolekularen Lösungen des m-Nitranilins und m-Nitrophentl 
hydroxylamins. Das Ergebnis einer kolorimetrischen Bestimmung de 
m-Nitrophenylhydroxylamins könnte also unter Umständen gei 
sein wegen der Beimischung des stark gelb gefärbten m-NXitranilins, 
und andererseits unsicher dadurch werden, daß ein Teil des m-Xitr> 
phenylhydroxylamins auch ohne Sauerstoffzufuhr — infolge Umsetzurg 
mit dem im Verlauf der biochemischen Dehydrierung notwendigerveis 
stets gebildeten m-Nitrosobenzol — verschwindet. 

Beweise für die phytochemische Reduktion auch der zweiten 
Nitrogruppe des m-Dinitrobenzols liegen bisher nicht vor. Wohl abr 
fanden wir wie Lipschitz einen methämoglobinbildenden Stoff; derselle 
darf wohl auch bei unserer Versuchsanordnung als m-Nitrophenyvlhydr- 
xylamin aufgefaßt werden. Eine sekundäre Bildung desselben aus dem; 
anwesenden Anilinderivat ist bei dem Fehlen von Sauerstoff nich 
anzunehmen. Die von W. Heubner!) sowie auch schon von E. Meyer”: 
erwogene und von Ph. Ellinger®) bewiesene oxydative Entstehung 
von Hydroxylaminabkömmlingen aus Aminen steht bei der phyte 
chemischen Reduktion kaum in Frage. Vielmehr befindet sich de 
intermediäre Bildung von m-Nitrophenylhydroxylamin, für die en 
Beweis im Auftreten des Azoxybenzolderivats erblickt werden kann. 1 
Übereinstimmung mit den vor vielen Jahren entwickelten Anschauung! 
von Neuberg und Welde, deren Berechtigung seither durch die Unter- 
suchungen von Moore‘) und Lipschitz (l. c.) gestützt worden ist. Das 
Wahlvermögen der phytochemischen Reduktion, die sich nur an einer 
der desoxydierbaren Gruppen zu vollziehen braucht, hat sein chemisch® 
Analogon in der Wirkung des Ammoniumsulfhydrats, der gestuften 
katalytischen Hydrierung sowie des elektrischen Stromes. Ahnliche 








1) W. Heubner, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 72, 241, 1913. 
2) E. Meyer, H 46, 497, 1905. 

3) Ph. Ellinger, H. 111, 121, 1920. 

4) Moore, Med. Res. Comm. 1917. 
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rháltnisse hat auch im hiesigen Laboratorium früher F. F. Nord!) 
i der phytochemischen Reduktion des o-Nitrobenzaldehyds fest- 
stellt. 

Endlich sei bemerkt, daß auch aus anderen Poly-nitrokörpern 
f phytochemischem Wege Amine hervorgehen können. 

Die Gärungen wurden teils mit Saccharose, teils mit Stärkesirup 
n 80% Zuckergehalt durchgeführt; dabei wurde obergärige Hefe 
nutzt, da sich zeigte, daß die uns zur Verfügung stehende unter- 
rige Sorte gegen den Dinitrokörper empfindlich war. Der Zucker 
m in 1Oproz. Lösung zur Anwendung. Sobald die Kohlendioxyd- 
ıtwicklung im Gange war, wurde das m-Dinitrobenzol in 10proz. 
koholischer Lösung unter kräftigem Umschwenken langsam hinzu- 
fügt; dadurch wurde die Gärung nicht unterbrochen. Sie schritt 
i Zimmertemperatur wie bei 37% in normaler Weise voran, und bereits 
Stunden nach der Zugabe war eine deutliche Gelbfärbung der Maischen 
ı erkennen. Die Gesamtgärdauer belief sich gewöhnlich auf 3 bis 
Tage; war nach dieser Zeit nicht aller Zucker umgesetzt, so wurde 
ochmals Oberhefe nachgegeben. Im Verlaufe der Gärung wurde das 
uftreten eines methämoglobinbildenden Stoffes beobachtet; die Blut- 
aktion hatte nach etwa 2 Tagen ihr Maximum erreicht und nahm 
ann ab. Die Gäransätze wurden so oft mit neuem Zucker und frischer 
lefe beschickt, bis die Methämoglobinprobe negativ ausfiel; das 
raf zumeist nach der ersten Nachfüllung zu. 

Die Aufarbeitung der Maischen geschah auf zweierlei Arten. 

a) In einem Falle wurde das Gärgut direkt filtriert und darauf 
nit Äther ausgeschüttelt, in den das Ausgangsmaterial und dessen 
-mwandlungsprodukte übergingen. Die nach dem Abdunsten des 
‚ösungsmittels erhaltenen Kristalle wurden zunächst auf ihre redu- 
jerende Kraft gegenüber Fehlingscher Mischung geprüft, bei allen 
Versuchen jedoch gänzlich ergebnislos. Die Kristalle wurden sodann 
nit verdünnter wässeriger Salzsäure in der Kälte ausgezogen. Das 
alzsaure, vom unlöslichen Rest getrennte Filtrat, das mit Tier- 
kohle geklärt wurde, ergab nach Zusatz von Ammoniak sogleich eine 
Abscheidung schöner Kristalle von m-Nitranilin. Das von Salzsäure 
nicht gelöste Material wurde mit absolutem Alkohol extrahiert, der 
unverándertes m-Dinitrobenzol aufnahm und beim Verdunsten zurück- 
ließ. Der in absolutem Alkohol unlösliche Anteil gab weder die Reak- 
tionen eines Amins noch Hydroxylamins noch Phenols. Die Ver- 
bindung besaß den neutralen Charakter eines Azoxykörpers. Nach dem 
Unkristallisieren aus Benzol-Alkohol zeigte sie den Schmelzpunkt 142 
his 1430; sie war gelb, konnte aber leicht nach dem Vorschlage von 


o 


') F. F. Nord, diese Zeitschr. 108, 315, 1920. 
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H. Klinger und R. Pitschke!) durch Umlósen aus heißer Salpetersäur 
in fast weißen?) Nadeln erhalten werden. Der Schmelzpunkt blieb 
dabei unverändert (142 bis 143%). Daß in dem Produkt m-Dinitre 
azoxy-benzol vorlag, ging eindeutig aus der Analyse und ebenso au 
dem Ergebnis der Umlagerung zum m-Dinitro-oxy-azobenzol hervor, 
die durch Erwármen mit starker Schwefelsäure herbeigeführt wurde. 
Außerdem ist zum Vergleich das m-Dinitro-azoxy-benzol nach den 
Angaben von Klinger und Pitschke (l. c.) bereitet worden. Die Misch, 
proben des Gärungserzeugnisses und synthetischen Körpers ergaben 
denselben Schmelzpunkt, und das gleiche galt auch für die zugehörige 
Umlagerungsprodukte (m-Dinitro-oxy-azobenzol). 

b) Im zweiten Falle wurde das gesamte Gärgut erst mit Salzsiure 
kongosauer gemacht, nunmehr filtriert und dann wie im Falle a) au. 
gearbeitet. Dabei ging das m-Nitranilin auch aus der verdünnt ab, 
sauren Lösung in Äther über. Dieser Weg wurde beschritten, un 
etwa im Hefeschlamm sitzende basische Verbindungen in Lösung ru 
bringen. Diese zunächst befolgte Vorsichtsmaßregel erwies sich jedoch 
als unnötig, da das m-Nitranilin offenbar ohne weiteres in die flüssigen 
Bestandteile der vergorenen Maischen übertritt. 

Da die Filter stets hinreichend nachgewaschen waren, konnten 
übrigens auch aus den in vacuo bei 30° getrockneten Heferückständen 
mit Äther nur noch verschwindende Mengen von Nitrokórpern au- 
gezogen werden. 





Kurze Zusammenstellung einiger Versuchsdaten. 


1. 250g Rohrzucker, gelöst in 2500 ccm Wasser, wurden mit 
250 g Brennereihefe und nach Beginn der Gärung mit einer Lösung 
von 5g m-Dinitrobenzol in 50 ccm absolutem Alkohol versetzt. Die 
Gärung lief in den ersten 24 Stunden bei Zimmertemperatur, dann 
bei 35% im Brutschrank ab. Nach 3 Tagen war aller Zucker ver- 
schwunden. Die Methämoglöbinreaktion war höchstens angedeutet. 
Das Gärgut wurde nun mit Salzsäure angesäuert und hatte das Volumen 
von 2936ccm. Nach dem Filtrieren und Auswaschen wurde aus ' 
geäthert, bis die Extrakte völlig farblos waren. Die vereinigten Äther- 
auszüge wurden über Na,SO, getrocknet. Nach Verdunstung des 
Lösungsmittels blieben im Kolben braungelbe Kristalle nebst einer 
braunen Flüssigkeit zurück. Dieses Gemenge gab keine Reaktion mit 
Fehlingscher Lösung, auch beim Erwärmen nicht; bei dieser Gelegenheit ` 
sei bemerkt, daß das Gärgemisch während der ganzen Gärung überhaupt 


1) H. Klinger und R. Pitschke, Ber. 18, 2551, 1885. 
2) H. M. Knipscheer, Rec. trav. chim. Pays-Bas 22, 1, 1903. 
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nur schwach eine alkalische Kupferlósung in der Kálte reduzierte. 
Die Kristalle wurden dann ohne Erwármen mit verdúnnter H Cl digeriert, 
wobei das m-Nitranilim herausgelöst wurde. Die durch Fállung mit 
Ammoniak erzielte Menge war nach dem Umkristallisieren 1,14 g, der 
Schmelzpunkt 111% An m-Dinitro-azoxry-benzol wurden. auf vorstehend 
beschriebene Weise rein erhalten 0,83g. Zur Identifizierung wurde 
es mit konzentrierter H,SO, erwärmt; aus der braunroten Lösung 
fielen beim Versetzen mit Wasser hellgelbe Kristalle aus, die den 
Schmelzpunkt von 171 bis 173% besaßen, also identisch waren mit 


dem von Klinger und Pitschke (l. c.) beschriebenen m-Dinitro-oxy- 
azobenzol. 


5,82 mg Substanz : 0,973 cem N (21°, 757 mm, KOH = 509%). 
Cous Hi, N¿05 Ber. N = 19,44%; gef. N = 19,33%. 


An unverändertem m-Dinitrobenzol wurden 1,72 g zurückerhalten. 

Das m-Nitranilin wurde ebenfalls einer Stickstoffanalyse unter- 
zogen. 

0,1295 g Substanz : 23,2 ccm N (16°, 740 mm, KOH = 339%). 

C,H,N,0,. Ber. N = 20,29%; gef. N = 20,33 %. 


2. Wir ließen die Lösung von 250 g Rohrzucker in 2500 ccm Wasser 
mit 250 g obergäriger Hefe angären und versetzten danach mit 10g 
m-Dinitrobenzol in 100 ccm absolutem Alkohol. Im Gärgut trat nach 
3 Stunden starke Gelbfärbung auf, die nach zweitägigem Stehen bei 
Zimmertemperatur in Bräunlich umschlug; vorübergehend wurde eine 
positive Methämoglobinreaktion erhalten. Da nach 4 Tagen die 
Spektralerscheinung noch zu erkennen war, wurden abermals 50 g 
Zucker, 100 ccm Wasser und 50 g Hefe hinzugefügt. Die Gärung setzte 
erneut kräftig ein und war nach weiteren 2 Tagen beendet; jetzt war 
auch die Hämoglobinreaktion verschwunden. Die Aufarbeitung des Gär- 
gutes wurde genau wie bei Versuch 1 vorgenommen, nur unterblieb dies- 
mal ein Ansäuern mit Salzsäure vor dem Filtrieren und Ausschütteln 
mit Äther. Die Ausbeute an m-Nitranilin betrug 1,20 g und an m-Dinitro- 
azoxy-benzol = 1,41g; an unverändertem reinen Ausgangsprodukt 
wurden 1,09g wiedergewonnen. Schmelzpunkte und typische Reak- 
tionen bestätigten die früheren Befunde. 

3. 300g Stärkesirup, entsprechend etwa 250g Zucker, wurden 
mit 2500ccm H,O verdünnt, mit 250g Brennereihefe zur Gárung 
gebracht und langsam mit einer Lösung von 10g m-Dinitrobenzol 
in 100 cem absolutem Alkohol vermengt. Nach 2 Tagen wurden weitere 
50 g Sirup nebst 200 ccm Wasser sowie 50 g Hefe nachgegeben; nach 
3 Tagen wurde dann das Gärgut so aufgearbeitet, wie unter Nr. 2 
beschrieben ist. Die Ausbeuten waren kleiner als bei den vorherigen 
Ansätzen, was wohl auf die geringere Eignung des benutzten Stärke- 
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sirups zurückzuführen ist. An m-Nitranilin konnten 0,63 g und am 
Azoxykörper 0,42 g abgeschieden werden. 

m-Nitranilin : 

0,1751 g Substanz : 30,6 ccm N (20%, 747 mm, KOH = 509;). 

C¿H¿N¿20,. Ber. N = 20,29%; gef. N = 20,02 %. 

m-Dinüro-azoxy-benzol: 

0,0500 g Substanz : 0,0907 g CO, und 0,0152 g H,O. 

Ce Has N ¿Oj Ber. C = 4,95%, H = 2,78%; 

gef. C = 49,47 H = 3,37%. 

4. Schließlich sei noch eines Versuches Erwähnung getan, der 
feststellen sollte, ob das m-Nitranilin bereits nach wenigen Stunden 
im Gärgute anwesend ist. 

50 g Zucker waren mit 500 ccm Wasser, 50 g Oberhefe und 2 g m- 
Dinitrobenzol (letztere in 20 ccm Sprit) zusammengebracht. Nach 
4 Stunden wurden von der Gärflüssigkeit 50 ccm abfiltriert und aus- 
geäthert. Der Äther wurde im Kohlensäurestrom fast völlig verjagt 
und der Rückstand in einem Schälchen im Vakuumexsikkator ein- 
gedunstet. Ein aus den hinterbliebenen Kristallen mit kalter Salz. 
säure bereiteter und schnell filtrierter Auszug lieferte mit Ammoniak 
sofort einen Niederschlag von m-Nitranilin, das bei 110% schmolz. 
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Über den Kalk- und 
Phosphorsäurestoffwechsel des Pferdes bei normaler Fütterung. 


Von 


Arthur Scheunert, Adolf Schattke und Marta Weise. 


(Aus dem physiologischen Institut der Tierärztlichen Hochschule zu Dresden 
und dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 31. März 1923.) 


Die Durchführung der folgenden Versuche liegt weit zurück. Sie 
bilden einen Teil der Bearbeitung der Frage nach den Ursachen einer 
Erkrankung an Ostitis fibrosa bei Pferden, die vor dem Kriege begonnen 
wurde und deren Ergebnisse in einer Folge einzelner Mitteilungen 
zurzeit an anderer Stelle veröffentlicht werden*). Zur Vorgeschichte 
sei kurz folgendes bemerkt: Im Jahre 1905 wurde in Chemnitz in 
Sachsen ein neu zusammengestelltes Kavallerieregiment in einem 
neuen Kasernement untergebracht. Kurze Zeit darauf traten eigen- 
artige, an chronischen Rheumatismus erinnernde Erkrankungen bei 
einzelnen, später bei einer immer größeren Anzahl der Pferde auf. 
Der Regimentsveterinär, Generaloberveterinär Richter, erkannte die 
Krankheit als Osteomalacie und konnte diese Diagnose durch Sektions- 
befunde erhárten. Die von Obermedizinalrat Prof. Dr. Joest, Dresden, 
später durchgeführte genaue pathologisch-anatomische und histologische 
Untersuchung?) ergab das Bild einer Ostitis fibrosa. 

Die Erkrankungen, die an Zahl immer mehr zunahmen, erheischten 
naturgemäß energische Bekämpfung. Hierbei lenkte sich die Auf- 
merksamkeit auf die Futtermittel, die die Tiere erhielten, denn be- 
kanntlich findet man ja häufig bei solchen Tiererkrankungen Mangel 
an Mineralsalzen in der Nahrung. Dieser wird dann meist als Ursache 
angesprochen. Eine Untersuchung der an die Tiere verabreichten 
Futtermittel, über die früher berichtet wurde3), ergab denn auch in 
diesem Falle eine relative Kalkarmut der Heusorten, die in der dortigen 
Gegend für das Regiment angekauft waren. Obwohl daraufhin diese 





1) Scheunert, Zeitschr. f. Hyg. u. Infektionskrankh. d. Haustiere 21, 
105, 1920; Scheunert und Hopffe, ebendaselbst 28, 169, 1922; Scheunert, 
Grimmer und Hopffe, ebendaselbst 24, 85, 1923. 

?) Joest, Ber. über d. Kgl. Tierárztl. Hochschule zu Dresden 1917, S. 161. 

2) Diese Zeitschr. 86, 240, 1911. 
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Heusorten ausgeschaltet wurden und ein solches Heu verfüttert wurde, 
welches auch andere gesunde Truppenteile erhielten, blieb die Krankheit 
weiter bestehen. Dies führte zu den oben genannten Untersuchungen. 
Unter diesen waren auch solche über den Mineralstoffwechsel der 
erkrankten Tiere in Aussicht genommen. Bei der Vorbereitung hierzu 
machte sich das Fehlen genügender Kenntnisse des Verlaufes des 
Ca- und P-Stoffwechsels gesunder Pferde und seine Beeinflussung- 
möglichkeit durch Kalkmangel in der Nahrung störend bemerkbar. 

Aus den bisher vorliegenden Untersuchungen über den P- uni 
Ca-Stoffwechsel des Pferdes läßt sich ein tiefer Einblick in die dabei 
herrschenden Gesetzmäßigkeiten nicht gewinnen. Es ist bekannt, dab 
normaler Pferdeharn nur Spuren an Phosphaten enthält [ Ziebermant!), 
Salkowski?)]. E. Wolf?) fand im Stoffwechselversuch dementsprechend 
etwa 100%, der eingeführten Phosphorsáure im Kot wieder. Die Kalk- 
ausscheidung in Kot und Harn schwankte bei diesen Versuchen e 
heblich. Tangl*) veröffentlichte später einige Bilanzen, die aber auch 
nur so viel zeigen, daß bei reiner Heufütterung ein kleines P-Defiit 
bestand, bei Hafer-, Heufütterung hingegen der Bedarf an beiden 
Mineralstoffen gedeckt war. Eine Mitteilung von Alquiers5) über den 
gleichen Gegenstand war uns leider nicht zugänglich. 

Uns interessierte vor allem die Frage, wie sich die Ausscheidung: 
verhältnisse von Ca und P in Harn und Kot normal ernährter Pferde 
im Verlaufe einer mehrtágigen Periode verhielten und ob es möglich 
sei, ohne durch unkontrollierbare Unregelmäßigkeiten gestört zu 
werden, eine Bilanz über die genannten Stoffe mit hinreichender Ge- 
nauigkeit aufzustellen. Hierüber wollen wir in dieser Arbeit berichten. 


Methodik. 


Die Untersuchungen wurden durchweg im physiologischen Institut 
zu Dresden ausgeführt. Die Versuchspferde wurden vom Pferdeschlächter 
erworben und nach einigen Tagen der Eingewöhnung in den Versuch g- 
genommen. Hierzu wurden die in der auf etwa 20 bis 25 Tage berechneten 
Versuchsdauer benötigten Rationen für jede Mahlzeit einzeln in Tüten 
abgewogen und in einer etwa zehntägigen Vorperiode das Tier genau e 
gehalten und gefüttert: wie beim eigentlichen späteren Versuch, jedoch 
ohne Harn und Kot quantitativ zu sammeln. ' dieser Zeit wurde de 
zeitliche Folge des Kot- und Harnabsatzes, die ziemlich regelmäßig verläuft. 
festgestellt und die Art der Futteraufnahme ermittelt. Im anschließenden 
Hauptversuch wurde das betreffende Tier morgens, nachdem es Kot uni 
Harn entleert hatte, mit Harn und Kotbeutel versehen und die Zeit 


1) Pflügers Arch. 50, 57. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 9, 241. 

3) Landw. Jahrb. 16, 36. 

4) Die landw. Versuchsstation 57, 367. 

5) Congr. intern. de l’aliment. rat. du bétail 1906. 





Ca- und P-Stoffwechsel des Pferdes bei normaler Fütterung. 3 


es wurde eine volle Stunde gewählt) notiert. Zu dieser Stunde wurde dann 
äglich der Beginn des Versuchstages gerechnet. Während jedes Versuchs- 
ages wurden Harn und Kot, sobald sich etwas in den Beuteln fand, entleert 
ınd der Kot in einem großen Sammelbecken, der Harn in einer (oder wenn 
ötig in zwei) 10 Liter fassenden Flasche unter CHCI,-Zusatz (1 Liter = 5 g) 
'esammelt und die Tagesharnmenge genau bemessen. Der Tageskot wurde 
eden Morgen gut durchmischt. Dies gelingt bei den großen Mengen nur 
ıchtig, wenn man mit entblößten Armen die ganze Masse durcharbeitet 
ınd die Kotballen zerkleinert. Nach dieser Arbeit wurde sofort gewogen, 
lass Gewicht notiert und mit größter Beschleunigung hiervon eine be- 
stimmte Menge (1000 g) genau abgewogen. Diese wird auf dem Wasserbad 
juantitativ eingetrocknet (Umrühren) und lufttrocken gemacht. Danach 
vurde wieder gewogen und nunmehr die Probe zur Analyse vorbereitet. 
dierzu wurde zunächst die Trockensubstanz in mehreren Kontrollproben 
10 bis 20 g) genau ermittelt, alsdann wurde die Probe fein gemahlen und in 
Pulverflaschen aufbewahrt. Auf möglichst feine Mahlung ist zwecks 
Sicherung der späteren Analysenergebnisse größter Wert zu legen. Vor der 
Vornahme der Analyse wurde jedesmal erneut der genaue Trockensubstanz- 
zehalt ermittelt. Da dieser sich beim Mahlen und auch beim Aufbewahren 
trotz verschlossener Gefäße in gleichmäßig temperierten Räumen in den 
verschiedenen Jahreszeiten verändert und die analytische Aufarbeitung 
solcher Versuche sich oft über längere Zeiträume erstreckt, ist diese Maß- 
nahme unbedingt notwendig. Ihr Unterlassen bedingt, wie wir vielfach 
festzustellen Gelegenheit hatten, Fehler, die um so gefährlicher sind, als 
die Bestimmungen in wenigen Grammen vorgenommen werden und dann 
auf die oft sehr großen Tagesharn- und Kotmengen umgerechnet werden 
müssen. Auf die Sicherung des dabei angewendeten Multiplikationsfaktors 
kommt es vor allem an. 


Hierfür sind folgende Punkte wichtig: 1. Die Mittelprobe aus dem 
Frischkot gut zu ziehen. 2. Eine größtmöglichste Feinheit der Mahlung 
zu erzielen, um bei den eigentlichen Analysenproben wiederum sichere 
Mittelproben zu erlangen. 3. Die Veränderung der Trockensubstanz richtig 
zu berücksichtigen. 4. Die Analyse muß allen Anforderungen einer ,,quanti- 
tativen** Analyse entsprechen, bei schwer analysierbarem Material sind die 
Ergebnisse durch zahlreiche Kontrolfen zu sichern. Wir geben zur Illu- 
stration der Verhältnisse und der möglichen Fehlergrenzen einige Berechnungen 
wieder. 


Pferd M setzte am ersten Tage ab 6137 g Frischkot (gemischt), 1000 g 
hiervon wogen lufttrocken 350 g mit 94,1%, Trockensubstanz. Nach dem 
Mahlen bis vor der Analyse hatte dieses Material seine Trockensubstanz 
auf 91,65%, vermindert. In 20 e hiervon ergab die Bestimmung von CaO 
(Oxalatfállung) 1. 0,1186 g, 2. 0,1220 g. Die ne 1st schlecht, 
die Differenz zu groß. Die Kontrollen ergaben 3. 0,1210 g, 4. 0,1192 g. 
Angenommen zur Berechnung wurde der Mittelwert aus allen vier Analysen 
= 0,1202 g. Zur Umrechnung auf Tageskot muß dies mit einem Faktor 
multipliziert werden, der sich wie folgt errechnet. 350g lufttrockener 
ungemahlener Kot entsprechend 1000 g Frischkot enthielten 94,1 % Trocken- 


94,1.350 





substanz. 1000 g Frischkot entsprechen also 00 7 Trockensubstanz. 
; . 94,1. 350 
Die gesamte Tageskotmenge von 6137 g enthielt also -- 100 .6,137 g 


]* 
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Trockensubstanz. Die 20 g analysierter Kot enthielten 91,65 Y, Trocka- 


20.91,65 8 
substanz, entsprachen also "ag 8 Trockensubstanz. Sie enthielten 


0,1202 g CaO. Die Gesamtkotmenge enthielt also 
94,1.350.6,137 
20.91,65 


Wenn wir nun zur Ausrechnung die gefundenen extremen Wert 
0,1186 und 0,1220 g verwenden, die aber nicht den Anforderunge 
analytischer Genauigkeit entsprechen, so erhalten wir 13,08 bzw. 13,457. 
Die Fehlermóglichkeit liegt also bei diesen schlechten Analysenresultate 
in Grenzen von + 0,2g. Dies stört aber das Gesamtresultat nicht. Wem 
wir die zugehörige Tabelle II dieses Versuches betrachten und annehmen, 
wir hätten täglich 0,5 g CaO zu viel oder zu wenig im Kot gefunden, so 
könnte dies gúnstigstenfalls + 5 g für die ganze zehntägige Periode betragen, 
was auf das Ergebnis ohne jeden Einfluß wäre. Im Falle der Phosphor- 
säurebestimmung liegen die Verhältnisse ähnlich, trotzdem diese in noch 
kleineren Mengen (3 bzw. 5g) ausgeführt wird. Es kommt nur darauf an, 
mit welchem prozentischen Fehler die analytische Methode bezogen auf die 
angewandte Menge Material arbeitet, und dieser Fehler ist bei der quanti- 
tativen Mineralanalyse sehr gering. Er beträgt in unserem Falle (20g 
Trockenkot entsprechen etwa 60 g Frischkot) von den angewandten 6 + 
Frischkot + 0,002 g, d. i. etwa 0,003%. Dem entsprechen in der reichlich 
das 100fache betragenden Tagesfrischkotmenge etwa 0,2 g oder auch nu 
0,003 %. 





0,1202 - = 13,25 g CaO. 


1. Kalkbestimmung. 


Beim ersten Versuch ermittelten wir nach der Säuregemischveraschung 
nach Neumann den Kalk als CaSO,, wie es Aron!) seinerzeit vorgeschlagen 
hatte. Bei den folgenden Versuchen verließen wir diese Methode, die sich 
besonders bei phosphatreichen Harnen als zu unsicher erwies, und verfuhren 
dann wie folgt: 

a) Kot. Die abgewogene Kotmenge (10 oder 20 g) wurde in großen 
Kieselsäureschalen über der Flamme verascht und die Asche mit konzen- 
trierter HNO, weiß gebrannt. Alsdann wurde mehrmals mit konzentrierter 
HCl abgeraucht und hierauf mit verdünnter HCl aufgenommen. Di 
Lösung wurde mit Ammoniak überneutralisiert, mit Essigsäure schwach 
angesäuert, mit Natriumacetat und Eisenchlorid zur Entfernung der 
Phosphorsäure aufgekocht und abfiltriert. Der Eisenniederschlag wurde 
nochmals umgefállt, das Filtrat hiervon mit dem ersten vereinigt und 
hieraus das Ca als Calciumoxalat in ammoniakalischer Lösung in üblicher 
Weise gefällt und als CaO gewogen. 

b) Harn. Die abgemessene Quantität Harn (200 com) wurde mit 
Ammoniak und Ammoniumoxalat gefällt, abfiltriert, ausgewaschen und 
das Filter mit Rückstand verascht. Die Asche wurde mit verdünnter HCl 
aufgenommen und damit weiter wie oben zur Entfernung. der Phosphor- 
säure usw. verfahren. 


2. Phosphorsäurebestimmung. 
Kot (3 bis 4g) und Harn (100, 50, 20 ccm) wurden nach Neumann 
verascht, wobei wir uns dem von Aron empfohlenen Vorgehen weitgehend 


!) Abderhaldens Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 1, 372, 1910. 


EEN Zn ci, ta ER 
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Amnschlossen. Dann wurde mit Wasser verdünnt, aufgekocht und aus der 
warmen salpetersäurehaltigen Lösung die Phosphorsäure mit molybdán- 
saurem Ammoniak gefällt. Der Niederschlag wurde quantitativ gesammelt, 


ixa n/2 NaOH aufgelöst, titrimetrisch die verbrauchte Menge ermittelt und 
auf P,O, umgerechnet. 


Es ist selbstverständlich, daß alle Analysenresultate durch Kontrollen 
Sëeseichert wurden. Bei den oft große Schwierigkeiten bereitenden phosphat- 
reichen Harnen des zweiten Teils der Versuche und den Futtermitteln 
sind stets Vergleichsanalysen in größerer Anzahl ausgeführt worden. 


Erster Versuch. Pferd 1. 

Das Tier erhielt täglich 5000 g Hafer, 600 g Häcksel, 2250 g Heu, 
und zwar: 1,5 Uhr morgens 1500 g Hafer und 200 g Häcksel; 146 Uhr 
wvurde es getränkt, die Tränkwassermenge ermittelt und notiert; 

1,7 Uhr 750g Heu; %11 Uhr 1500 g Hafer, 200 g Häcksel; 1412 Uhr 
Fränken; 3412 Uhr 750g Heu; 125 Uhr nachmittags 2000 g Hafer, 
200 g Häcksel; 126 Uhr Tránken; 1,7 Uhr 750g Heu. Nachmittags 
3 bis 4 Uhr wurde das Tier teils an der Longe, teils unter dem Reiter 
in allen Gangarten bewegt, 

Der Vorversuch währte vom 9. Juni 1910 bis 19. Juni früh 45 Uhr, 
der Hauptversuch 13 Tage, vom 19. Juni früh bis 2. Juli früh. 





Tabelle I. 
Übersicht über abgesetzte Kot- und Harnmenge und getrunkenes Wasser. 
| | Tránkwasser 
Tag Kot Harn | Insgesamt 
früb mittags abends 





Die Tabelle zeigt die große Regelmäßigkeit der Kot- und Harn- 
abgaben und des Trinkwasserkonsums. Besonders ersteres ist für die 
analytische Auswertung des Versuches wichtig. Wir lassen nunmehr 
die CaO- und P,O,-Bilanzen folgen. Die Einnahmen in der Tages- 
ration waren nach der Analyse der Futtermittel folgende: 


5000 g Hafer. ....... 4,36 g CaO 38,61 g P,O, 
2250 g Heu ........ 19,65 g „ 13,238 „ 
600g Häcksel. `... . 145g ,, 1,328 „ 


In der Tagesration. .. .. 25,46 g CaO 53,16 y P,O, 
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Tabelle II. (Pferd a 


N CO Bilanz ing in g P,O,.Bilanz in g 
en u SES 1) E Ausgabe 
A e em Nar Kot Gesamt "Sue | Kor | Ham ` Geen Haro ; Gesam: 














19.—20. | 25,46] 
20.—21. || 25, 

21.—22. 

22.—23. 

23.—24, 

24.—25. 

25.—26. 

26.—27. 

27.—28. | Ä 
28.—29. | y A 
29.—30. | 25,46 0:79 | 15,22| 693| 2215! 53,16 | 42,61| 0,25 425 
30.— 1. ¡ 25,48) 0,58 | 15,27| 11,07, 26,34| 53,16 38,90| 0,56 , 39,46 
1— 2. | 2546| 0,69 | 14.03) 925| 2328| 53.16 | 3765| 046 . 38,11 
Gesamt |'330,98| 8,73 '195,78|117,93|313,71| 691,08 eeh 4,10 5324 








pro Tag | 25.46, 0,67 | 1506| 907| 24,13, 53,16 ; 40,64| 0,32 409 
Gesamtbilanz úber 13 Tage: 
Einnahme ........ 339,71 g CaO 691,08 g P,O, 
Ausgabe ......... 313,71g „ 532,46 g „ 
Angesetzt . . .. aa. 26,0 g CaO 148,52 g P,O, 


Das Gesamtergebnis des Versuches ist eine deutliche Retention 
von Kalk und starker Phosphorsäureansatz. Dies mußte befremden. 
da wir annahmen, daß sich das Tier im Stoffwechselgleichgewicht 
befunden hätte. Das war aber offensichtlich nicht der Fall und wird 
auch durch die Gewichtsbewegung erhärtet. Das Tier wog am 18. Juni 
vor Versuchsbeginn 375 kg, am 2. Juli 382 kg. Wenn auch bei einem 
so großen Tiere Gewichtsschwankungen in dem beobachteten Aus- 
mafe an sich nicht viel besagen wollen, so kann man im Hinblick auf 
die ganz gleichmäßige Haltung und den regelmäßigen Verlauf des 
sichtbaren Stoffwechsels doch hieraus wohl auf einen Ansatz an Körper- 
masse schließen. Dieser erklärt sich zwanglos aus der reichen Fütterung, 
die dem schlecht genährten, zum Abschlachten bestimmten Tiere 
Nährstoffe in Gestalt von Hafer zuführten, die es wahrscheinlich schon 
lange Zeit nicht mehr in solchen Mengen erhalten hatte. Es glich also 
seinen Körperbestand durch Fleischansatz der besseren Kost an und 
retinierte hierbei auch Mineralbestandteile. 

Man muß also aus dem Versuche schließen, daß der Ernährungs- 
zustand des Versuchstieres bei solchen Mineralstoffwechselversuchen 
berücksichtigt werden muß, und daß sehr wohl größere, sich über 


1) Das Tränkwasser enthält in 10 Liter nur a Milligramm P,0,, 
so daß es unberücksichtigt bleiben kann. 
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ngere Perioden erstreckende Retentionen vorkommen können. Solche 
nd übrigens auch aus der Literatur über den Mineralstoffwechsel 
es Menschen bekannt. 

Von Wichtigkeit für die späteren Untersuchungen sind ferner 
och die Ausscheidungsverhältnisse in Harn und Kot. Hier ergibt 
er Versuch eine Bestätigung dessen, was man schon früher wußte, 
aB nämlich die Hauptmenge von Ca und Phosphorsáure im Kot 
rscheint, der Harn beim Herbivoren hingegen nur minimale Mengen 
on Phosphaten enthält. Die geringe durchschnittliche Tagesmenge 
on noch nicht einmal 0,5g P,O, bei einem so großen Tiere wird ein- 
Iringlich durch den Versuch dargetan. Die durch Calciumcarbonate 
ewirkte Kalkausscheidung im Harn ist beträchtlich. 

Der Verlauf des Versuches ergab die Notwendigkeit einer Kon- 
rolle an einem weiteren Tiere. 


Zweiter Versuch, Pferd M. 

Der Versuch gelangte vom 26. August bis 5. September 1912 
ach hinreichender Vorfütterung unter fast der gleichen Anordnung 
wie Versuch 1 zur Durchführung. Die Ration betrug insgesamt 4000 g 
Hafer und 2000 g Heu, den Häcksel ersparten wir zur Vereinfachung 
der analytischen Arbeit. Die allgemeinen Verhältnisse ergeben sich 
aus Tabelle III. 














Tabelle III. 
| Sal l Täglich Kot ¡ Täglich Harn 
Tag | ee Ä g | g j 
26.—27. 5400 IN 6158 2500 
7.—28. 8000 | 5724 2600 
28.—29. 19700 3973 1990 
29—30. — á 6118 3300 
30.31. | — 5248 1900 
31— 1. 9200 | 4423 | 2500 
1.— 2 6500 | 5415 2200 
2.— 3. 5000 | 6780 1900 
a 4 | 7000 ¡ 6285 2200 
4—5 | 4000 | 5205 2300 


Kot- und Harnabsatz waren nach Tabelle 111 auch hier wieder 
regelmäßig, so daß keine Zurückhaltung oder Mehrausschüttung von 
Fäzes vermutet werden kann. Die Zufuhr in der Ration war nach den 
analytischen Ergebnissen folgende: 


4000 g Hafer. ....... 3,33 g CaO 31,61 g P,O, 
2000 g Heu eem AN 12,75 g » 4,88 g 2?) 
Insgesamt täglich ..... 16,08 g CaO 36,49 g P0; 


Die Zusammensetzung des Heues war hier eine wesentlich andere 
als beim ersten Versuche, es handelte sich hier um ein kalkarmes und 
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auch eiweißarmes Heu, wie der geringe Phosphorsäuregehalt anzeigt. 
Es entsprach in seinem Zusammenhang etwa jenen Heusorten, wie & 
in dem erkrankten Bestande zur Verfütterung gekommen waren. 


Tabelle IV. (Pferd M). 








Ca O-Bilanz in g P,O,-Bilanz in g 



































26.—27. | 16,08 
27.—28. | 16,08 

28.—29. | 16,08| 0,79 

29.—30. | 16,08 0 

30.—31. | 1608| 0 

au L | 16.08) 0,37 

1— 2. || 1608| 0,26 | 732| 4,10 

2.— 3. | 16,08| 0,20 | 13 13,23! 3,85 

3.— 4. || 16,08| 0,28 | 20,60] 4,50 33, 
4— 5. | 1608| 016 | 1256! 519 36,49 || 32,63. 031 32% 


Gesamt Ins 2,60 |125,64| 33,55 159,91 3649  (354,48| 10,49 364% 
pro Tag || 16,08| 0,26 | 12,56| 3,36 | | 35,45| 1,05 | 365 


Gesamtbilanz über 10 Tage: 





Einnahme . ....... 163,4 g CaO 364,9 g PO 
Ausgabe ......... 159,91g , 364,97 g » 
+ 3,49g CaO — 0,07 g P,0, 


Nach Tabelle IV hat sich Pferd M im Gleichgewicht befunden. 
Die geringe Differenz in der Kalkbilanz liegt unzweifelhaft innerhalb 
der Fehlergrenzen und die Phosphorsäurebilanz geht auf. Das it 
natürlich Zufall, denn bei den sehr hohen Schwankungen, die bi 
diesem Pferde die täglich ausgeschiedenen CaO- und P-Oe Menge 
aufweisen, könnten größere Differenzen nicht verwundern. Es it 
bemerkenswert, daß das Pferd I viel gleichmäßiger sich seiner miners- 
lischen Stoffwechselprodukte entledigte. Es bestehen also bei den Pferden 
individuelle Unterschiede, die zeigen, daß kurze Bilanzperioden bei nidi 
geeigneten Tieren leicht zu ganz falschen Schlüssen führen können wi 
nur wirklich große Ausschläge beweisend sind. Die Ausscheidungen in 
Kot zeigen aber auch, daß CaO und P,O; weitgehend parallel verlaufen. 
Sehr interessant ist auch, daß die Kotmenge durchaus nicht mit der 
Größe der Mineralausscheidung verläuft. Die Exkretion durch den 
Darm bei diesem Pferde erfolgt unabhängig von der Kotmenge ge- 
wissermaßen schubweise. Bei der analytisch viel bequemeren Ver 
arbeitung von aus aliquoten Teilen der Tageskote hergestellten Misch- 
koten der ganzen Periode würden solche Verhältnisse natürlich zum 


1) Der P,O,-Gehalt des Tränkwassers ist so gering, daß er vernach- 
lässigt werden kann. 


2 -a 3 a 3 s ` 
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chaden der Sicherheit der Schlüsse aus den Bilanzen nicht zutage 
eten. | 

Ferner sei auf die Ausscheidung im Harn hingewiesen. In den 
sten drei Tagen wurde ein sehr kalkarmer, dafür aber sehr phosphat- 
icher Harn abgeschieden. In den folgenden Tagen ging die tägliche 
hosphorsäureausscheidung im Harn auf die bei gesunden, normal 
efütterten Pferden üblichen Werte von etwa 0,5 g pro Tag zurück, 
ie Kalkausfuhr stieg an, blieb aber immer noch unter den beim ersten 
ferde beobachteten. Werten. Hierin kommt, wie wir schließen, die 
edeutend kalkärmere Fütterung zum Ausdruck, wie überhaupt die 
urchschnittlichen täglichen Ausscheidungen infolge der geringeren 
Iineralstoffzufuhr bei Pferd M niedriger sind als bei Pferd I. 


Über die Wirkung alleiniger Haferfütterung auf den Kalk. 
und Phosphorsäurestoffwechsel des Pferdes. 


Von 
Arthur Scheunert, Adolf Sehattke + und Marta Weise. 


(Aus dem physiologischen Institut der Tierärztlichen Hochschule zu Dresia 
und dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschuk 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 31. März 1923.) 


Bei den Beobachtungen, die wir an den Pferden des in der vorigen 
Mitteilung erwähnten kranken Bestandes anstellten, fiel die Ham- 
beschaffenheit auf. Der Harn dieser Tiere war hell, klar, dünnflüsg 
und reagierte gegen Lackmus sauer, während normaler Pferdehan 
dunkel, trübe und sedimentierend, dickflüssig und schleimig ist und 
gegen Lackmus infolge seines Gehaltes an Carbonaten alkalisch reagiert. 
Der Harn der kranken Pferde enthielt keine Carbonate, dafür aber 
sehr viel Phosphate, wie schon qualitativ leicht nachzuweisen war. 
Auf Grund des Versuches an Pferd I, der uns bei Anstellung dieser 
Überlegungen zur Verfügung stand, und des früheren Befundes, dab 
die im erkrankten Bestande verfütterten Heusorten teilweise kalkarm 
waren, warf sich die Frage auf, ob nicht einem gesunden Pferde dadurch 
Kalk und damit Knochenbaumaterial entzogen werden könne, dab 
man es kalkarm, aber gleichzeitig sehr phosphorreich ernáhre. És 
wäre ja möglich gewesen, daß die zur Entfernung der bei der Ver- 
brennung reichlich entstehenden Phosphorsäure verfügbaren Basen in 
der Ration des erkrankten. Bestandes nicht genügt heben könnten. 
so daß eine Verarmung der Basendepots, die schließlich auch zu eine! 
Einschmelzung von Knochensubstanz hätte führen können, ein 
getreten wäre. 

Eine solche Fütterung war leicht durch alleinige Gaben von Hafer 
zu erzielen, da dieser ein beträchtliches Basendefizit aufweist und 
reich an phosphorhaltigem Eiweiß ist. 

Mit dieser Fragestellung treten wir zugleich in ein Gebiet, dem 
besonders in den allerletzten Jahren die verdiente Beachtung etwa 
mehr zugewandt worden ist, es ist die Frage der einseitigen Ernährung 
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nd des Basensáurenverháltnisses in der Nahrung und seine Bedeutung 
ir den Organismus!). Die Notwendigkeit eines starken Basenüber- 
:husses in der Nahrung bei Herbivoren ist besonders gelegentlich 
er Erforschung der Lecksucht der Rinder betont worden (Ibede, 
deckt und Mitarbeiter u. al Die Bedeutung der bei reiner Körner- 
ahrung auftretenden Azidose ist insbesondere bei der Frage des 
leerschweinchenskorbuts diskutiert worden und Morgen und Beger?) 
aben dazu an Kaninchen einen interessanten Beitrag geliefert. Neuer- 
ings ist auch von amerikanischer Seite viel über die Bedeutung dieser 
rage für die Fütterung gearbeitet worden. Wir wollen auf die Literatur 
nd die Arbeiten, die hierüber ausgeführt worden sind, an dieser Stelle 
icht näher eingehen, sondern nur auf einige Punkte hinweisen. Es 
it bekannt, daß die Körnerfrüchte, wie Hafer, sehr arm an basischen 
%standteilen sind, und daß infolgedessen beim Stoffwechsel ein Über- 
chuB an Säuren entsteht. Es ist aber sowohl nach den amerikanischen 
Intersuchungen?) als auch den Arbeiten deutscher Autoren über die 
Virkung von Zufuhr von Säuren (wir erinnern nur an die Arbeiten 
ron Baumgardt, Fuhge, Jansen) durchaus wahrscheinlich, daß sich 
ler Organismus einer solchen Übersäuerung leicht erwehren kann. 
Viel wichtiger ist die Tatsache, daß bei einseitiger Körnerernährung 
un Mangel an Mineralsubstanzen, insbesondere Ca, besteht, daß 
erner Vitaminmangel in Frage kommt und auch die Unterwertigkeit 
les Eiweißes berücksichtigt werden muß. Dies zeigen die direkt 
auf die Erforschung der im Haferkorn mangelnden Substanzen ge- 
richteten Arbeiten von McCollum, Simmonds und Pitz*). Es kommen 
also drei mögliche Wirkungen in Frage. In den folgenden Versuchen 
an einem großen Haustiere wird besonders die Wichtigkeit der Mineral- 
stofffrage besonders klar heraustreten. 

Der erste Versuch dieser Art kam an Pferd II mit einer Tages- 
ration von 5500 g Hafer vom 15. bis 24. Juni 1911 nach einer Vor- 
periode vom 6. bis 14. Juni zur Ausführung. Die Ergebmisse dieses 
Versuches, dessen methodische Durchführung sich vollkommen der der 
im vorherigen Artikel geschilderten Versuche anschloß, sind bereits 
früher, wenn auch an schwer zugänglichem Orte®), mitgeteilt worden. 
Zur Diskussion der Resultate unserer Arbeit möge daher die folgende 
abgekürzte Tabelle genügen. 





1) Lit. vgl. bei Ragnar Berg, Die Vitamine, Leipzig 1922 und Hof- 
meister, Ergebn. d. Physiol. 16, 1917. 
2) Zeitschr. f. phys. Chem. 94, 324, 1915. 
2) Vgl. bei Sjollema, Ergebn. d. Physiol. 20, 383 ff., 1922. 
1) Journ. of’ Biol. Chem. 88, 340, 1917. 
ü H Festschrift f. Ellenberger, Arch. f. wiss. u. prakt. Tierheilkde. (Suppl.) 
, 1918. 
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Pferd II. 





Ca O s Bilanz. Ausgaben an CaO POs» Bilanz. Ausgaben an P;0, 

























13,92 17,52 | 6% 
















| 

| 12,62 16,22 11,76 39,85 
17. | 1169 15,34 30,79 12,32 43,11 
18. | 999 12,05 26,11 13,26 | 39,3 
19. | 19324 21,49 37,65 154 ' 4919 
% | 77 10,76 24,62 11,93 | 3655 
21. | 9,83 12,27 29,93 1214 420 
22. | 984 12,07 28,89 13,54 | 42,43 
23. | 8,9 11,73 27,56 1291 | 404 
24. ¡| 13,84 15,05 34,45 1473 | 4918 

11390 | 2700 | 1149 || 20838 | 13164 | 430.02 

Gesamt-Einnahme . . . 56,99 g CaO 440,48 g P,0; 

Gesamt-Ausgabe . . . . 140,908 ,„ 430,028 „ 

Bilanz . ..... -.. —83,/91g CaO + 10,46 g PO 


Es ist danach in der Tat gelungen, dem Tiere durch diese Fütterung 
Kalk, und zwar in beträchtlichen Mengen, zu entziehen. Die Phospha- 
säurebilanz zeigt, daß nahezu Gleichgewicht bestanden hat. Die ge 
ringe, wohl noch in die Fehlergrenze fallende Retention deutet aber 
vielleicht die Schwierigkeit an, die für das Tier bestand, sich der Pho- 
phorsäure zu: entledigen. Dies wird in deutlichster Weise aber durch 
den Harnbefund dargetan. Wir fanden eine durchschnittliche Aus 
scheidung von täglich 13,2g P,O, gegenüber etwa 0,5 bei normal 
gefütterten Pferden und beobachteten sauren, klaren, dünnflüssigen, 
carbonatfreien Harn wie bei den erkrankten Tieren. Auch die Kalk- 
ausscheidung im Harn war stark gegenüber der Norm vermindert. Wi 
schließen aus dieser völligen Umstellung der Ausscheidungsverhältnis® 
und dem Ergebnis der Bilanz, daß eine Phosphorsáureúberschwemmunz 
des Körpers bestanden hat, deren sich das Tier nur schwer erwehren 
konnte. Es ist anzunehmen, und der Harnbefund macht dies höcht 
wahrscheinlich, daß auch eine Herabsetzung des Kohlensäurebindung- 
vermögens des Blutes bestanden hat. Man kann auch, wie wir die 
früher getan haben, annehmen, daß der Organismus zur Entfernung 
der Phosphorsäure auf seine Basendepots zurückgegriffen hat, und 
dadurch die negative CaO-Bilanz zu erklären ist. Es ist aber ebensogtt 
möglich und nach den amerikanischen Untersuchungen wahrscheinlicher, 
daß die negative CaO-Bilanz auf ungenügende Ca-Zufuhr im Hafer 
zurückzuführen ist. 
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Zur Beurteilung der Ergebnisse ist das Verhalten des Tieres von 
ıteresse. Bereits am 22. Juni fraB es sehr widerwillig und zeigte sich 
eim Bewegen als sehr müde und war äußerst schwer in Trab zu 
ringen und zu erhalten. Nach einigen Minuten der Bewegung lahmte 
sstark. Der kranke Eindruck prägte sich immer mehr aus; am 25. Juni 
wußte der Versuch abgebrochen werden, da auch der Versuch, durch 
jeigabe von Salzen die Futteraufnahme zu verbessern, nicht gelang. 
be Fütterung wurde dann durch Heuzugabe wieder auf normale 
'erháltnisse umgestellt, wonach sich das Tier alsbald erholte. 

Dieser Versuch wurde durch einen folgenden kontrolliert. 

Bei diesem Versuche kam es auch noch darauf an, festzustellen, 
vie der Übergang zur reinen Haferfütterung in den Ausscheidungen 
les Tieres zum Ausdruck kommt. Das neu erworbene Versuchspferd 
rhielt unter Einhaltung der üblichen methodischen Vorschriften nach 
Eingewöhnung in die Stall- und Fütterungsverhältnisse des Instituts, 
yach einer Vorperiode vom 6. bis 12. Juli 1911 mit gleicher Fütterung, 
rom 13. bis 17. Juli einschließlich früh und mittags je 1500 g Hafer mit 
200 g Häcksel und 700 g Heu, abends 2000 g Hafer mit 200 g Häcksel 
und 600g Heu. Vom 18. Juli wurde das Heu aus der Ration weg- 
gelassen. Am 26. Juli ließ das Pferd abends 820 g Futterrest, am 
27. Juli ließ es früh 815 g zurück, fraß von Mittag ab gar nicht mehr. 
Deshalb wurde, um die Ausscheidungen besser zu verfolgen, ein Hunger- 
versuch bis 29. Juli angeschlossen und an diesem Tage der Versuch 
beendet, da es nicht mehr gelang, das Tier zur Aufnahme der Versuchs- 
nahrung zu veranlassen, auch nachdem wir zum Ausgleich des von 
uns vermuteten Basendefizits Na-Acetat und später andere Salze 
anboten. Das Tier erholte sich nicht wieder. Schon am letzten Tage 
traten Symptome einer Lungenentzündung auf, am 1. August erfolgte 
der Tod an kruppöser Pneumonie. Es ist dabei zu berücksichtigen, 
daß im Sommer 1911 eine ganz abnorme Hitze herrschte, die für die 
Erkrankung des Tieres, welches vom 13. Juli an dauernd Geschirr 
und Apparat trug, vielleicht mit verantwortlich zu machen ist. Wir 
halten aber auch Zusammenhänge mit der einseitigen Fütterung für 
möglich. 

Kot- und Harnausfuhr in den Tagen mit normaler Fütterung 
sind sehr gleichmäßig; mit dem Weglassen des Heues sinken die Aus- 
scheidungen stark ab. Die Kotmenge bleibt dauernd niedrig, während 
die Harnmenge in den letzten drei Tagen der Haferperiode wieder an- 
zusteigen beginnt. Dies fällt in die Zeit des Beginns des schlechten 
Fressen. Hier schlägt auch die während der Haferfütterung saure 
Harnreaktion in alkalische um, die auch während der Hungertage 
bestehen bleibt und vielleicht mit verstärkter NH,-Bildung bei der 
Einschmelzung von Körpereiweiß zusammenhängt. 
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Versuch Pferd III. 








1 H z 

Tag | Fütterung aE |i ee 

| Kot Ham | Reaktion 
13,14. | | 13250 | 8816 | 2440 | schwach alkali 
14./15. ‚| Hafer, 11000 | 9755 | 3750 neutral 
15./16. ¡¡ Heu und { 20000 | 9755 | 3150 S 
16./17. || Häcksel | ' 9000 | 9585 3700 S 
17./18 | . 14500 | 9235 | 3430 E 

| 
18./19. | 3500 || 8350 2910 alkalisch 
19./20. | | 5500 | 4595 ! 1250 i 
20./21. | ¿ 7760 | 3620 | 1800 sauer 
21122. ls 5000 | 2875 | 1330 | S 
22./23. | Haoksa |" 8000 | 4960 | 1480 , 
23./24. | 8500 i 5850 1600 á 
24./25. | 12760 | 2725 | 2540 i 
25./26. ` 9500 | 4605 | 3070 | schwach’ alkalish 
26./27. | 1) - 12750 | 3175 4720 

| | 

27./28. | 8000 | 2995 | 4300 | , 
28./29. | | Hunger | 11500 | 3185 4180 $ 
29./30. | ! 8500 | 2565 | 2535 | ; 





Die Aufnahme an CaO und P,O, gestaltete sich nach den Analyser- 
ergebnissen wie folgt: 
13. bis 18. Juli früh: 


5000 g Hafer. . . . 4,82g CaO 40,86 g P,O, 
600g Hácksel . . . 212g „ 086g „ 
2000 g Heu. . . . . 14,12 g - 9,78 g „ 
21,06 g CaO 51,50 g P,O, 
ab 18. Juli früh ohne Heu . . 6,94g „ 41,72g , 


Die Bilanztabelle bringt die notwendigen Zahlen. Danach befand 
sich das Pferd in der fünftägigen Hafer-, Häcksel-, Heuperiode im 
CaO- und P,O,-Gleichgewicht. Die Ausgaben im Kot erfolgten trots 
gleichmäßiger Kotmengen auch bei ihm nicht gleichmäßig, die Periode 
war aber lang genug, um trotzdem das Gleichgewicht nachzuweisen. 
Die Exkretion des Ca und P durch den Kot erfolgte auch hier unsb- 
hängig von der Kotmenge. Die P,O,-Ausscheidung im Harn war etwas 
höher als bei Pferd I, aber auch äußerst gering, wenn man die grobe 
Harnmenge in Betracht zieht. 

Mit dem Wegfall der Heugabe ändern sich die Ausscheidung: 
verhältnisse in erstaunlich kurzer Zeit. Bereits nach 2 Tagen hat die 
CaO-Ausfuhr die während dieser Periode durchschnittlich ausgeschie- 
denen Mittelwerte erreicht, dabei ist sowohl die Ausfuhr im Kot ak 
auch im Harn stark zurückgegangen. Die Phosphorsäureausscheidung 


1) Ration teilweise verweigert. 
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Pferd III. 











21,06 
21,06 
21,06 
21,06 
21,06 
3./18. | — | — 
18./19. || 6,94| 0,14 
19./20. || 6,94| 0,22 
20./21. || 6,94| 0,31 
21./22. | 6,94| 0,20 
22./23. ' 6,94 | 0,32 
23./24. | 6,94, 0,34 
24./25. | 6,9| 0,51 
25./26. | 5,9 | 0,38 
28./27.| 1,11 | 0,51 | 1,62| 7,31] 1,61 | 8,92] 6,49 |20,17| 3,60| 23,7 
18./27.[ = | = 
27./28.| 0 | 0,32 
28./29. | 0 | 0,46 
29./30.' 0 | 0,34 
13./30.| — | 


CaO Bilanz 


| 58,52 | 


0,32: 
0,46 | 
0,34 


| 59,64 | 















P> Oe e Bilanz 




















— |110,06| 257,5 |: — | — |256,70 
1,28 | 20,57] A A Gg 1,86 | 37,21 
0,88 | 10,12| 41,72 || 23,94 | 2,86 | 26,80 
0,99 | 769| 41,72 [1198| 411 | 16.09 
086 | 831| 41,72 (1916| 2,97 | 22,13 
0,87 | 991| 4172 |31,16| 4,44 | 35,60 
123 | 952| 4172 |23'93| 6,37 | 30,30 
136 | 638| 41,72 (1374 | 9,1 | 2284 
157 | 8831| 35,66 [2759/1223 | 39.82 
161 | 892| 6,449 |20,17| 360| 23/77 
18/27. | — | — |5852] — | — | 9603] 334,19 | — | — |264,56 
1,27 | 691| 0  |[20,99| 4,64|. 25,63 
1,41 | 669| o  |[|15,05|10,54| 25,59 
1110 | 441] o  ||10,12| 5,54| 15,66 

[113,74] 334,19 | — | — |321,44 


im Kot ist ebenfalls deutlich zurückgegangen, im Harn hingegen beginnt 
sie langsam anzusteigen und erreicht nach 7 Tagen Werte, die das 
10- bis 20fache der normalen Ausscheidungsgröße darstellen und den- 
jenigen nahe kommen, die Pferd II bei reiner Haferfütterung ausschied. 
Dieses Tier hatte viel länger die Fütterung ausgehalten, Pferd III 


versagte aber bereits nach 9 Tagen die weitere Futteraufnahme. 
Grund geht aus der Bilanz dieses Periodenteils hervor. 


Der 
Diese zeigt, 


daß das Tier sich im Zustande der Phosphorsäureüberschwemmung 
befand. Von den eingeführten 334,2g waren noch 69,6g im Körper 


verblieben. 


Die Kalkbilanz war negativ. 


Das Versagen des Futters, 


vielleicht auch die dann einsetzende akute Pneumonie, können hierauf 


zurückgeführt werden. 


Pferd III verhielt sich in dieser Richtung 


verschieden von Pferd II. Dieses konnte in der 19tägigen Fütterung 
sich der Phosphorsäureüberschwemmung erwehren und - versagte 
schließlich das Futter bei geringgradig positiver P,O,-Bilanz, wahr- 


scheinlich auch gerade in dem Augenblick, 


als die P,O,-Über- 


schwemmung nicht mehr bekämpft werden konnte. Pferd III konnte 
von Anfang an die P,O, nicht völlig ausscheiden. Die letzte Hunger- 
periode ist besonders interessant, weil sie zeigt, wie der Organismus 
des Versuchspferdes unter Vergrößerung des Kalkdefizits mit Harn und 
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Kot große Phosphorsäuremengen ausschúttete mit dem Erfolg, daß 
mit dem letzten Versuchstage das Phosphorsäuregleichgewicht nahezı 
erreicht war. 

Aus den beiden Versuchen ergibt sich also, daß es tn der Tat geling, 
einem erwachsenen Pferde durch phosphorreiche, aber kalkarme Fütterung 
Kalk zu entziehen und, wie beide Versuche zeigen, sogar in kurzer Ze: 
recht erhebliche Mengen. Dies geht mit einer gründlichen ek 
der Phosphorsäureausscheidung vor sich, an der sich die Nieren in einem 
ganz erheblich höheren Umfange als in der Norm beteiligen. Daba 
verändert der Harn seine Eigenschaften im Sinne einer” Annáherunz 
an die Eigenschaften des Fleischfresserharns. Die Erklärung liez 
darin, daß infolge Mangel an Kalk und wohl auch Mg die normak 
Ausscheidung der Phosphorsäure durch die Enddarmschleimhaut 
nicht in genügendem Umfange erfolgen kann. Dies muß zu eme 
Phosphatämie und Ausscheidung durch die Nieren als lósliches Alkat. 
phosphat führen. 

Unklar bleibt zunächst, inwieweit bei der gewählten Fütterung 
neben der Phosphorsäureüberfütterung eine an sich schon ungenügend 
Kalkzufuhr besteht und wie die anderen Basen sich verhalten. Hier- 
über haben wir mit W. Klein und M. Steuber neue Versuche in Gar 
gebracht, die den ganzen Mineralstoffwechsel, den N-Stoffwechs!, 
sowie auch den respiratorischen Gaswechsel umfassen werden, so dad 
eine Gesamtstoffwechsel- und Energiebilanz möglich sein wird. Wyr 
haben bei ihnen in Gemeinschaft mit M. Bartsch bereits das Bestehen 
einer Herabsetzung des Kohlensäurebindungsvermögens des Blutes de 
Versuchspferdes, also das Bestehen einer Azidose, nachgewiesen. Wr 
hoffen, über diese Versuche in einiger Zeit berichten zu können. 

Für die Frage, die zur vorstehenden Untersuchung führte, ergab 
sich, daß zwischen der Ausscheidung des Phosphats im Harn uni 
der sonstigen Harnbeschaffenheit weitgehende Übereinstimmung 
zwischen den Haferpferden II, III und dem kranken Tiere bestand. 
Damit ist aber keineswegs dargetan, daß die Ursachen in beiden Fällen 
dieselben sind. Bei dem kranken Bestande blieb diese Anomalie de: 
Ausscheidungsverháltnisse auch bestehen, als ein normales, basen- 
reiches Heu zur Verfütterung kam. Zahlreiche Mineralstoffwech«- 
versuche, die wir hierüber anstellten, tun das dar. Die Verháltnis: 
liegen also viel komplizierter, insbesondere spielt dabei die Dam- 
bakterienflora eine Rolle, wie an anderer Stelle dargetan wurde. 











Über den Gehalt des Blutes verschiedener Tierarten 
n Zucker, Rest-N, Harnstoff-N, Kreatininkörpern und Harn- 
säure nach den Folinschen Methoden. 


e Von 


Arthur Scheunert und Hertha v. Pelchrzim. 


Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 31. März 1923.) - 


Die Untersuchung des Blutes auf stickstoffhaltige Stoffwechsel- 
rodukte ist in den letzten Jahren, ebenso wie schon seit lángerer Zeit 
lie Blutzuckeruntersuchung, durch Ausbau verschiedener mikro- 
ınalytischer Arbeitsmethoden ungemein erleichtert worden. 

Besonders eignen sich wegen der verhältnismäßigen Einfachheit 
hrer Anwendung ohne Mikrowägungen die kolorimetrischen Methoden, 
lie von Folin mit verschiedenen Mitarbeitern und von Nachfolgern 
uf diesem Gebiete mit Erfolg ausgearbeitet worden sind. In Deutsch- 
and wurden sie erst kürzlich leicht zugänglich durch das sehr emp- 
ichlenswerte Werkchen von Mandel und Steudel!), das sich ausschließlich 
mit ihnen befaßt. 

Da wir genötigt waren, zur Lösung einiger spezieller Fragen über 
die Harnstoffütterung uns mit den Methoden zu befassen, benutzten 
wir die Gelegenheit, sie auf das Blut verschiedener Tiere anzuwenden. 
Wir prüften dabei den Gehalt an Zucker, Rest-N, Harnstoff-N, Harn- 
säure, Kreatinin und Kreatin. In dieser Richtung ist recht wenig 
bekannt, und es erschien interessant, Pflanzenfresser, Fleischfresser, 
Omnivoren usw. zu vergleichen. 

Dabei waren diese Untersuchungen besonders vom Haustierblute 
deshalb von Interesse, weil sie erweisen konnten, ob diesen Methoden, 
die sich zu diagnostischen und prognostischen Zwecken beim Menschen 
in den amerikanischen Kliniken als vorzüglich geeignet erwiesen hatten, 
auch eine Bedeutung für die Veterinärklinik gewinnen könnten. Zu 
diesem Zwecke beteiligten sich die Herren Tierärzte Hinz, Reder und 
Bünger an den Untersuchungen. 





1) Minimetrische Methoden der Blutuntersuchung. Ver. wiss. Ver- 
leger 1921. 
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Am besten bekannt ist der Gehalt des Menschenblutes an den genannten 
Stoffen unter anderen auch durch die amerikanischen Arbeiten auf diesem 
Gebiete. Die Normalwerte, die wir dem Buche von Mandel und Stel 
entnehmen, sind danach in 100 ccm Blut folgende: 


Zucker . . . 2 2.2.2... . 77 —119 mg 
RestN ........ ...286 — 43 „ 
Harnstoff-N . . . . : 2 .2...10 — 2 „ 
Kreatinin . . . së rs de Os 
Kreatin + Kreatinin d d A wi in "ST en 
Harnsáure ... .. . 10— 42,, 


Diese Werte entsprechen den Zahlen, die man als physiologische Wer: 
in der Literatur findet. 

Über Tierblute liegen verhältnismäßig wenig Angaben vor. Ar 
häufigsten ist bekanntlich der Blutzuckergehalt studiert worden, den w? 
mitbestimmten, weniger um neue Ergebnisse zu gewinnen, als die bisherige: 
durch weiteres Material zu stützen. Die Zusammenstellung, die Rosa 
auf Grund der Gesamtreduktion des Blutes gibt, zeigt, daß die Vögel 1: 
0,15 bis 0,27 °% den höchsten Blutzuckergehalt aufweisen. Ihnen am nächsten 
scheinen die Reptilien zu stehen, während das Blut der Säugetiere und Fische 
Zuckergehalte zwischen 0,07 bis 0,17 9%, aufweisen, die aber bei den große: 
Haustieren ähnlich wie beim Menschen zwischen 0,07 bis 0,090, legen. 
während Hund, Katze, Meerschweinchen etwas höhere Werte aufweise. 
Bang weist auch darauf hin, daß zwischen warm- und kaltblütigen Tiern 
grundsätzliche Unterschiede nicht bestehen und daß bei der sehr geringe: 
Anzahl von Untersuchungen alle Ergebnisse einen vorläufigen Charakter 
tragen. 
Zu etwas anderen Schlüssen führen die Ergebnisse von Lyttkens uni 
Sandgren?), die den wahren Zuckergehalt im Plasma ermittelten und ein 
Reihe Be die von Mensch und Schaf mit 0,06%, Glucose, über 
Schwein 0,08%, Rind 0,086 %,, Pferd 0,098 %, zu den kleinen Tieren mt 
höheren Zuckergehalten führte (Kaninchen 0,22 %,, Meerschweinchen 0,25°. | 
und Katze 0,29%;,). Etwas näher sei noch auf die Ergebnisse. über den 
Blutzuckergehalt beim Hunde eingegangen, die von Interesse sind, wei 
danach der Blutzucker dieses Tieres in sehr weiten Grenzen schwanken ` 
kann. Otto?) fand 130 bis 210 mg, Seegen*) 110 bis 230 mg. Abderhalden *: 
70 bis 110 mg. In neueren Versuchsreihen ermittelten Michaelis und Kong" 
100 bis 220 mg, de Meyer”) 40 bis 190 mg, Rinderspacher®) 90 bis 120 mg und 
Roth?) dieselben Schwankungen. Hier liegt also große Schwankungs 
möglichkeit vor. 

Ferner ist zu berücksichtigen, daß der Blutzuckergehalt unter ver- 
schiedenen Einflüssen Schwankungen unterworfen ist, die aber nicht ganz 
sicher feststehen und erkannt sind. Körperliche Arbeit, Art der Fütterung 


1) J. Bang, Der Blutzucker, S. 35. Wiesbaden 1913. 
2) Diese Zeitsch:. 86, 261, 1911. 

3) Pflügers Arch. 85, 467, 1885. 

1) Ebendaselbst 84, 388, 1884. 

5) Zeitschr. f. phys. Chem. 25, 65, 1898. 

6) Diese Zeitschr. 18, 375, 1909. 

?) Secretion interne du Pancreas 1910. 

8) Diese Zeitschr. 27, 61, 1910. 

9% Ebendaselbst 48, 10, 1912. 
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ınd psychische Erregungen, eventuell auch Gravidität und Laktation können 
\bweichungen von der Norm bedingen. Die neueren Untersuchungen auf 
liesern Gebiete haben bezüglich der uns hier interessierenden Tierblute 
resentlich neue oder andere Ergebnisse nicht gebracht. Erwähnt sei nur, 
laß Waentig*) im Blutplasma bei Pferden einen Zuckergehalt von etwa 
IG fand, der sich bei Zuckerfütterung auf 0,175 %, erhöhte. 

Bezüglich der oben angeführten stickstoffhaltigen Stoffwechselprodukte 
legen in dem uns zugänglichen Schrifttum über Tierblut nur spárliche 
Angaben vor. Am häufigsten ist noch der Harnstoffgehalt des Blutes er- 
mittelt worden. Nach Schöndorffs?) Bestimmungen waren in 100 ccm 
Hundeblut 11 bis 24 mg, bei reichlicher stickstoffhaltiger Kost bis 60,5 mg 
Harnstoff-N enthalten. Gottlieb?) und Kaufmann fanden bei Fleisch- 
fütterung nicht ganz so hohe Werte (etwa 14 bis 28 mg Harnstoff-N), der 
erstere für Hunger nur 4,7 mg. 

Gad Andresen*), der mit seiner Bromnatriummethode arbeitete, fand 
bei Hunden, die 10 Stunden gehungert hatten und dann ein Stück Fleisch 
erhielten, Werte von 9,3 bis 9,5 mg Harnstoff-N, in verschiedenen Reihen 
unter anderer Fütterung 11,1 bis 20,8 mg, einmal sogar 60,9 mg. Im 
Katzenblut fand derselbe Autor nach nicht näher angegebener Fütterung 
27,4 bis 40 mg. Folin und Denis’) bestimmten bei Katzen mehrfach Rest-N 
und Harnstoff-N. Sie fanden von ersterem 26 bis 54 mg, bei Fütterung 
von Leber 60 mg und von Milch und Eiern 67 mg. Von Harnstoff fanden 
sie bei nüchterner Tieren 16 bis 23 mg, bei eiweißarmer Kost 19, nach Fleisch 
24 mg, nach viel Fleisch 34 mg. Den Rest-N-Werten der obigen Versuche 
entsprechen 34 mg, 37 und 20 mg. | | 

Bezüglich anderer Tierarten fand Gad Andresen beim Ochsen 10.2 bis 
25,5 mg, bei einer Kuh 12,5 bis 23,6 mg, beim Pferd 27,5 bis 32,5 mg Harn- 
stoff-N. Rest-N und Harnstoff-N nebeneinander bestimmten Henriques 
und Christiansen®). Bei einem Ziegenbock fanden sie 38 und 36 mg Rest-N 
und 21 und 26 mg Harnstoff-N. Folin und Denis haben ebenfalls das Blut 
einiger weiterer Tierarten in dieser Richtung untersucht. Sie fanden be- 
züglich Rest-N und Harnstoff-N beim Kaninchen 31 und 13 mg, beim Schaf 
(Mischblut) 28 und 13 mg, beim Schwein (Mischblut) 32 und 14 mg, bei 
einem Serumpferd (also wahrscheinlich anormal) 54 und 28 mg, beim Rind 
(Mischblut) 24 und 14, Ente 34 und 7 mg, Küken 32 und 8 mg, Gans 26 
und 8 mg. 

Über den Gehalt des Blutes von Tieren an Kreatin und Kreatinin 
und Harnsáure ist sehr wenig bekannt, wenn nicht neuere Angaben in der 
ausländischen Literatur vorliegen, die uns nicht zugänglich ist. Letsche”) 
vermißte Harnsáure im Pferdeblut, fand aber Kreatin. Steinitz®) fand im 
Hammelblut 1 bis 1,5 mg Harnsäure, im Pferdeblut 2 mg, im Hundeblut 
0,5 mg in 100 cem. Folin und Denis’) fanden für Kaninchen, Schaf, Schwein, 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 97, 191, 1916. 
2) Pflügers Arch. 68, 192, 1895; 74, 307, 1899. 
3) Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 42, 238, 1899. 
1) Diese Zeitschr. 116, 266, 1921. 
8) Journ. of biol. Chem. 11, 87, 1912; 12, 141, 1912; 14, 29, 1913. 
6) Diese Zeitschr. 78, 165, 1917. 
. ?) Zeitschr. f. phys. Chem. 58, 31, 1907. 
8) Ebendaselbst 90, 108, 1914. 
D Journ. of biol. Chem. 14, 29, 1913. 
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Pferd je 0,05 mg, bei Rind und Katze 0,2, beim Küken 4,9 mg, den Enten 
und der Gans 4,8mg. Neumann und Reinhardt!) fanden nach Auzenriti 
und Funk im Blute von sechs mit Lecksucht erregendem Heu gefütterten 
Rindern zwischen 1,6 und 2,75 mg in 100 ccm Blut. 

Alles in allem scheinen bezüglich Rest-N und Harnstoff-N bei der. 
Fleischfressern große Fütterungseinflüsse zu bestehen, die die Resultat 
schwankend gestalten. Bei den anderen Tieren aber scheinen recht gleich- 
mäßige Verhältnisse zu herrschen. Es fallen dabei nur die niedrigen Hamstff- 
werte der Vögel und die recht auseinander gehenden Angaben über dei 
Harnsäuregehalt des Säugetierblutes auf. Nach allem dürfte die Durch- 
führung von Bestimmungen an einem größeren Tiermaterial mit ener 
licher Methodik zur Gewinnung eines mehr gesicherten Überblicks a- 
bisher möglich war, erwünscht sein. 


Methodisches. 


Es bestand die Absicht, einen Überblick über die normalen Verhältnis 
zu gewinnen. Deshalb wurden extreme Fütierungsweisen möglichst ou 
geschlossen, hingegen bei einzelnen Tiergruppen versucht, Einflüsse vor 
Trächtigkeit, Alter und Geschlecht festzustellen. Die Blutentnahme erfolgt 
aus der Vena jugularis. Nur bei den Schweinen, Vögeln und Fischen wuri 
Mischblut aufgefangen, wie es beim Schlachten ausfließt, also ein Gemisch 
von venösem und arteriellem Blut. 

Der Analyse selbst lagen die Vorschriften des genannten kleine. 
Werkchens zugrunde?). Abweichungen hiervon machten sich in einig 
Fällen notwendig. | 

Zur Enteiweißung ist zu bemerken, daß sich die benötigte Wolframat: 
menge nach dem Eiweißgehalt richten muß. Wird zuviel Wolframatlösun 
verwandt, so scheidet sich bei der Veraschung überschüssige Wolframsaur 
aus, die die weiteren Bestimmungen unmöglich oder fehlerhaft macht. 
Statt 5com lUproz. Na-Wolframatlósung genügten meistens +ccm, bi 
Fischblut sogar 3 ccm und noch weniger. Die an 5 fehlenden Kubikzent- 
meter müssen dann durch H,O ersetzt werden. Überhaupt ist der Be- 
schaffenheit des Wolframats die größte Aufmerksamkeit zuzuwenden. 
damit nicht fehlerhafte Enteiweißung unter teilweiser Ausfällung der 
später analytisch zu ermittelnden Bestandteile (z. B. Harnsäure) erfolg. 
Folin hat kürzlich selbst ausführliche Prüfungsvorschriften gegeben ?). 

Bei der Rest-N-Bestimmung empfiehlt sich zur Vergleichslósung > cem 
(NH,),SO,-Lösung, etwa 70 com H,O, Leem Veraschungslösung und 20 cen: 
Nesslerlósung auf 100 ccm aufzufüllen und die Veraschungslósung 8u> 
100 cem H¿SO,, 10cem H,O und 10ccm proz. CuSO,-Lösung herz: 
stellen. Es ist weiter wichtig, daß die vorschriftsmäßigen 15 cem Nessler- 
sches Reagens zur Bestimmung sofort rasch aus einem MeBzylinder zu 
gegeben werden, da sonst Trübungen leicht auftreten. 

Die Harnstoff-N-Bestimmung bereitete uns gewisse Schwierigkeiten. 
die in der Beschaffung guter Ureasepräparate lagen. Wir haben verschieden? 
Methoden zur Darstellung solcher Präparate versucht, die besten Ergebniss 


1) Arch. f. wiss. u. prakt. Tierheilkunde 49, 9, 1922. 

2) Herr Kollege Steudel, dem wir dafür bestens danken, hatte die gmb? 
Freundlichkeit, Fräulein Dr. +. Pelchrzim in die Methodik einzuführen. | 

3) Journ. of biol. Chem. 01, 419, 1922. 
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atten wir aber doch mit dem fertigen amerikanischen Präparat. Ferment- 
osungen in 30 proz. Alkohol gehen in ihrer Wirkung rasch zurück. Stets 
3t es notwendig, sich durch Blindversuche in kurzen Abständen davon 
u überzeugen, daß nicht durch das verwandte Ureasepräparat allein schon 
wim Nesslerisieren Färbungen auftreten. Ferner müssen auch ständig 
tontrollen mit reinen Harnstofflösungen ausgeführt und auffällige Ab- 
reichungen von Ergebnissen geprüft werden. Hier ist also große Sorgfalt 
ınd kritisches Arbeiten notwendig. Von der Pufferlösung zur Harnstoff- 
stimmung empfiehlt es sich übrigens, nur den fünften Teil herzustellen, 
la leicht Auskristallisieren infolge Schwerlöslichkeit beim Stehen erfolgt. 

Alles in allem sind natürlich fortwährende Kontrollen mit Lösungen 
‚on bekanntem Gehalt, Blindversuche und zweckmäßig auch Nachprüfung 
ler Ergebnisse von anderen Analytikern notwendig. Dei sachgemäßer 
»einlicher Ausführung erlangt man aber bald große Übung und Sicherheit 
ınd Resultate von recht guter Übereinstimmung. 

Im folgenden sind die gewonnenen Ergebnisse tabellarisch zusammen- 
zestellt worden. 


1. Hund. Tabelle I. 


8 In 100ccm Blut wurden gefunden mg 



























Hu 

ee Ee Rest Ka Kreatinin emm. | Harn 
| 

L ` 6. Mai Reis 111,1 | 24 16,2 [nicht ermittelt! 0 

L 8 „ ba 100 | 28,6 : 141 | 14 | 39 | 0 

L Mos A 100 | 222 | 115] 1, 41 | 0 

L .20. ` Mischfutter, ' 95,5 | 30 | 13 ' 12 41 Io 
| Reis u. Fleisch | 

L 23., dasselbe | 888, 30 | 158| 12 | 38 | 0 

M 25. Juli] dasselbe |100 324 ' 167 | 15 | 41 | 0 

M T., dasselbe || 952: 245 | 111 | 14 | 41 0 





Nach den vorliegenden Untersuchungen (vgl. Bang) schwankt 
der Blutzuckergehalt beim Hunde ziemlich beträchtlich, etwa 0,08 
bis 0,22%. Unsere Tiere hatten Werte, die an den unteren Grenzen 
lagen und recht konstant waren. Auch die Grenze, in denen die anderen 
Produkte schwankten, waren recht eng. Für Harnstoff-N fanden wir 
weder so extreme Werte, wie sie einmal von Gad Andresen und noch 
friher von Schöndorff gefunden wurden, vielmehr lagen unsere Werte 
nur wenig über der unteren Grenze derjenigen, die die früheren Autoren 
fanden. Es ist bekanntlich dabei die Fütterung zu berücksichtigen. Diese 
war in unserem Falle nicht eiweißreich und die Blutentnahme erfolgte 
in nüchternem Zustande. Die Frage, ob durch besonders eiweißreiche 
Kost der Gehalt an stickstoffhaltigen Bestandteilen erhöht wird, sind 
wir im Begriff, neu zu prüfen. Ferner wird auch auf die zeitliche Lage 
der Blutentnahme zur Nahrungsaufnahme Wert gelegt werden müssen, 
was vor allem bei der Blutzuckerbestimmung aber auch für die stick- 
stoffhaltigen Bestandteile (nach Folin und Denis) von Bedeutung 
sein könnte. 
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Von Wichtigkeit ist, daß Harnsäure nicht gefunden wurde. E: 
widerspricht dieser Befund dem oben angeführten Ergebnis von Stong: 
Wir haben unsere Untersuchungen aber mehrfach wiederholt und ge 
bestätigt gefunden. Dies entspricht gut der bekanntlich sehr stark 
ausgeprägten urikolytischen Fähigkeit des Hundes!). Es würde danach 
die Harnsäure, sofern sie im Zwischenstoffwechsel entsteht, sogleich 
dem Abbau zu Allantoin verfallen, und da dieser Abbau, wie man 
aus den Versuchen mit Eckscher Fistel weiß, auch unter Ausschaltun: 
der Leber in hohem Ausmaße erfolgt, kann es nicht verwundern, wenn 
im Blute Harnsäure nicht nachzuweisen ist. 


2. Schaf. 


Von Herbivoren wurden untersucht Schaf und Rind als Vertret: 
der Wiederkäuer und das Pferd. Tabelle II gibt zunächst die ar 
vier Schafen gewonnenen Ergebnisse. Von diesen war M ein älter: 
Mutterschaft, die übrigen waren Hammel. Die Fütterung war te: 
den einzelnen Tieren verschieden gewählt. 

Die Blutzuckergehalte schwankten in engen Grenzen und waren 
recht niedrig, selbst die höchsten Werte liegen an der unteren Grenz 
der für den Menschen angegebenen Werte. Auch von früheren Unter- 
suchern sind beim Schafe solche niedrigen Werte gefunden worden 
(Abderhalden 0,07 %,, Lyttkens und Sandgren im Plasma 0,06 %,). Rest-A 
und Harnstoff-N zeigen größere Schwankungen, vor allem sind tr: 
Hammel V die beiden ersten Werte recht hoch. Es ist nicht au: 


geschlossen, daß hier besondere Verhältnisse vorliegen, da das Tie 
ohne Heu, aber reichlich mit Mais und Hafer gefüttert wurde, nach 


Heufütterung am 27. Mai aber Zahlen erhalten wurden, die in det 
Grenzen der bei den anderen Tieren gefundenen lagen und auch mi 
denen übereinstimmen, die wir bei mehreren anderen Schafen gelegent- 
lich anderer Untersuchungen fanden. Die näheren Zusammenhänr 
bedürfen noch der Klärung. Harnsäure wurde auch hier nicht gefunden. 


3. Rind (mitbearbeitet von Reder). 


Das Blut stammte hier von Milchkühen, von denen, um den Einfluß 
der Fütterung zu prüfen, je zweimal, einmal auf der Höhe der Ver- 
dauung und einmal nüchtern, Blut entnommen wurde?). Die Ergebnis® 
sind in Tabelle III zusammengestellt. Sie zeigen, daß keinerlei au: 
den zu erwartenden Grenzen herausfallende Unterschiede hier zum 
Ausdruck kamen. Ebenso ist interessant, daB Trächtigkeit in ihren 


1) Hunter, Givens und Guion, Journ. of biol. Chem. 18, 391, 194. 

2) Wir danken Herrn Professor Dr. Schótiler, der die Entnahn*t 
des Blutes im Rassestall der Berliner tierárztlichen Hochschule geststtete. 
herzlich. 
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Tabelle II. (Schaf.) 









In 100 ccm Blut wurden gefunden mg 


















| 


| | 
Ti T F 8 , 
FS | = be SE Zucker | RestsN | Amer Areal | ee 
Ce: | 6. Jan. | 50,9 333 | 14,6 | nicht ermittelt 
12. =; ge 60,6 | 31,1 8,6 » sn 
M 16. ,, S 714 | 24 75 e m 
M a y? i 60 | 24 | 112 SG E 
M 30. ,, 10h 3 68,5 | 28,2 | 83 Se a 
| 12 = 68,6 | 218 | 85 e $ 
3 ás 62,5 | 25 7,9 e ji 
E AE 
S |» „ Zucker, Hofe, | oe e | 25 85 |, Bi 
S 128. - Stron 62,1 | 24 |. f 
TH 2. Juli | a nn 30 | 168 | 13 ; 38 
TH |27. „ Kokoskuchen | 80 | 26,7 | 16,7 113 | 65,3 
Vi | 22. Mai verschieden | 54,5 | 37,5 | 214 | 13 3,9 
vV 24. „ = 51,1 | 42,9 23,1 1,2 3,9 
Vo 8, Heu | a 30 | 143 | 12 3,8 
Tabelle III. 
1. Versuchsreihe (auf der Höhe der Verdauung). 
(Blutentnahme Ende März 1922.) 
| ¡| In 100 ccm Blut wurden gefunden mg 
Nr. ` Tier | 


| | Zucker 


| Ze Gesamts 
er | Restan | DS z toffsN Kreta SL catinin 














zul, 


1 | Westpreuße, Holländer, nicht | 








| | 
tragend, 21. Dez. gekalbt . 74,1 | 30,8 | 13,1 1,66 | 10 
2 2 Shorthorn, hochtragend . . . 64,5 ; 35,3 | 10.5 | 15 | 6,5 
; Allgäuer, 15 Jahre, 16. Márz ge- 
bt, frischmilchend . 62,5 | 238 1237 14 | 104 

4 | Ostfriese, 9 Jahre, hochtragend | 74,11 | 35,3 | 17,2 1,5 7,5 
e Breitenburger, 9 Jahre, seit | 

| l. Nov. 1921 tragond . . . . | 82,5 | 37,2 | 23,5 1,8 6,0 


2. Versuchsreihe (nüchtern). 
(Blutentnahme Anfang Mai 1922.) 


1 | Westpreuße, Holländer, 14 Jahre, | 
seit 27. April 1922 tragend . 


66,7 | 26,9 | 16,8 | 1,7 7,3 
2 Shorthorn, 13. April gekalbt, ' 





| frischmilchend ....... t 95,2 | 29,6 | 227 | 15 10 
3 rre 15 Jahre, 16. März ge- | 
kalbt ww 2.20.42 % 76,9 | 39,4 | 18,5 1,7 7,4 
4 TOR 9 Jahre, 30. April ge- | 


EEE NE E | 80,0 | 263 | 135 | 17 | 63 
A 1. Nov. tragend ....... (100,0 | 324 | 214 | 1,7 5,7 
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verschiedenen Stadien und das Laktationsstadium keinen Í 
baren Einfluß auf die Blutzusammensetzung ausübten. Zu bemerkte 
ist weiter, daß auch beim Rinde der Blutzuckergehalt verhältni 
niedrig ist, wenn auch nicht so niedrig wie beim Schafe. Rest-N wi 
Harnstoff-N and hingegen hoch, auffällig ist auch der hohe Gehık 
an Gesamtkreatinin, der auf Kreatin zurückzuführen ist. Der Han. 
stoff-N entspricht den von Gad Andresen gefundenen Werten. Han. 
säure fehlt auch hier. 


4. Pferd (mitbearbeitet von Hinz). 

Es gelangten Pferde verschiedenen Schlages und sowohl Stuta 
und Wallache als auch ein Hengst zur Untersuchung. 

Alle Tiere zeigen eine bemerkenswerte Gleichmäßigkeit bezügld 
des Gehaltes an stickstoffhaltigen Stoffwechselprodukten. Ein Einf 
des Geschlechts war nicht zu beobachten. Auch beim Pferde fehle 
die Harnsäure, wie schon Letsche fand, aber entgegen den Angabe 
von Steinitz (2 mg) und Folin und Denis, die 0,05 mg, also Spurs 
fanden. Auffallend ist der hohe Zuckergehalt des Blutes der beide 
unter 5. und 6. aufgeführten Stuten. Die Ursache ist hier wahrscheinlich 
in der Fütterung zu erblicken, denn beide Tiere hatten Melasse, als 
ein zuckerhaltiges Futter, erhalten. Zuckerfütterung erhöht aber da 
Zuckergehalt des Blutes bei Pferden, wie schon Waentig gefunde 
hatte. Allerdings trat bei diesem Autor trotz hoher Rohrzuckergabe 
niemals eine so beträchtliche Erhöhung ein, er fand einmal 175 mg. 
meist blieben die Werte unter 130 mg. 


Tabelle IV. 





t 


In 100 c ccm Blut wurden n gefunden mg mg 














| 
Nr. ` Ti 
er Zucker Ins Rest«N E stoff N dÉ reaa | R veel E, 
1 | Fuohewállach, “Rele 8 J. | 882 Aal 75) 13 1 6 
2 | Rappwallach, leichtes Wagen- | | | | 
pferd, 15 Jahre.. .... i 833| 24 | 94 1 12 1 6 
3 | Brauner Wallach, sehr schweres | | | | 
— Wagenpferd, 13 Jahre. . . | 769 | 281 | 83 | 13 | 66 
4 ¡ Rappwal ach, schweres Wagen- | | 
pferd, 9 Jahre ...... 133,3 | 214 | 15 | 17 | 5 
5 ı Rappstute, schweres Wagen- ; | | 
' pferd, 11 Jahre ...... 187,5 | 28,6 | 10 Li A 
D. Dunkelbraune Stute, mittel- ` | | 
 _, schweres Wagenpferd, 4 J. 200 30 194 , 16 , Ai 
7 ` Fuchshengst, leichtes Wagen- | | | 
| pferd, 7 Jahre ...... "100 12731 79' 15 ' 5 





5. Omnivoren (Schwein) (mitbearbeitet von Bünger). 
Von omnivoren Tieren untersuchten wir Schweine. Hierbei war 
es möglich, die Blutzusammensetzung von Tieren der verschiedensten 
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verstufen und verschiedenen Mastzustandes zu untersuchen. Eber 
rden nicht geschlachtet, es kamen also nur Kastraten und Sauen 
r Untersuchung. Es erscheint hier eine ganz auffallende Gleich- 
ı Bigkeit aller Bestandteile und keinerlei Einfluß von Alter, Geschlecht 
d Mastzustand als bemerkenswert. Harnsäure wurde nicht gefunden, 
din und Denis geben 0,05 mg, also Spuren an. 




















Tabelle V. 

= | l, In 100 ccm Blut wurden gefunden mg 

Gewicht |—-—— === en ect 
d | SE | Pfund ' | Zucker | RestsN [Haras Kreatinin |, a 
A A S 3 o al aros 
SE = == l SE 
1 Borg I e" 83,33 ` 38,10 | 15,79 1,94 6,76 
2 | Sau.. 100 | 80;00 ¡ 25,00 10.00 1,67 7,74 
3) 125 | 05,24 | 35,73 | 15,28 1,67 5,16 
4 | Borg 125 98,78 | 31,22 : 13,26 | 1,62 5,11 
5 | Sau. 150 ' 101,28 | 30,95 ; 13,69 1.94 6,49 
6 Borg | 180 | 93,07 | 31,57 | 15,50 | 188 8,73 
7 i|| Sau. ¡180 89,90 ; 3431 | 1884 ` 176 5,93 
8 e 220 | 10392 | 36,50 | 1820 | 1,71 5,78 
9 | Borg... 220 | 81,67 | 35,32 | 14,60 1,76 5,45 
10 Sau.... 300 85,14 | 36,39 | 14,93 | 1,88 6,66 
EE, ss ; 350 | 83,33 | 37,54 | 17,16 1,76 6,31 
12 | Borg 400 | 8696. 3935 ' 1740 | 176 6,66 
13 Sau | 425 | 98,78 | 3265 | 16,72 1,76 5,63 
4, „ ' 450 || 106,69 | 3186 | 13,96 | 1,76 6,21 
15 Mi | 475 | 9762 | 40,04 | 1463 | 19% 6,21 

6. Vögel. 


Es wurde untersucht Blut von Pute, Ente, Taube, Huhn und 
Gans (Tabelle VI). 









































Tabelle VI. 
| In 100 cer ccm a Blut wurden gefunden mg 

Tier | . Kreatin ¡Hino 
Zucker RestsN | Harmston K Kreatinin | d sure 

Pute ..... | 178,6 | 32 6,3 15 4,1 a ] 
Ente ..... © 1429 | 47,1 6,8 14 5 2,5 
Taube 1 . 192,3 62,5 5,2 15 45 1,85 
2. | 200 | 666 8,7 1,3 4.9 1,72 
Huhn 1 . | 192 | 30 7,3 1,3 | 43 1,29 
„2 | 118,3 46,2 = 1,3 4,3 1,72 

3 1923 | 283 16,9 13 | 5 2 
Gans 1. | 1538 | 33,3 4 12 A 0,90 
„2. | 166,6 35,3 7,1 13 4.2 0,74 
„n 3. 160 | 2 7,8 Lä | 43 0,78 
sl, | 1379 ; : 286 3,8 12 | 43 0,93 
„5. l 1600 | 353 756 ¡ 12 ' 44 | 098 


Hervorzuheben ist zunächst, daß wir bei diesen Tieren erstmalig 
Harnsäure fanden, und zwar in Mengen, wie sie auch im menschlichen 
Blute gefunden werden. Man hätte bei diesen Tiergn, bei denen die 
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Harnsäure als Hauptstoffwechselendprodukt des Eiweißes angesehen 
wird, höhere Harnsäurekonzentrationen vermuten sollen, etwa iq 
dem Ausmaße, wie sie Folin und Denis fanden. Der Harnsáuregehalt 
ist aber durchweg ziemlich gleichmäßig hoch und nur das Gänseblut 
zeigt niedrige Werte. Bemerkenswert erscheint der immerhin te, 
trächtliche Gehalt an Harnstoff-N. Er liegt zwar in einigen Falls 
unter den bei den anderen Tieren gefundenen niedrigsten Werten, 
liegt doch aber vielfach durchaus noch in den z. B. beim Pferde g- 
fundenen Grenzen und stimmt auch mit den von ann und Jesu 
gegebenen Werten überein. | 

Bezüglich des Rest-N haben wir einigemal stärker abweichend 
Werte gefunden. In Bestätigung schon bekannter Befunde der älteren 
Untersucher fanden auch wir hohe Blutzuckerwerte bei diesen Tieren. 
die durchweg etwa das Doppelte von dem betrugen, was wir als Nora 
bei den anderen untersuchten Tierarten fanden. Jedenfalls scheint. 
da so hohe Werte bei allen untersuchten Vogelarten gefunden wurden 
wie Bang ausspricht, die allgemeine Regel vorzuliegen, daß die Voz 
einen wesentlich höheren Blutzuckergehalt als die Säuger besitzen. 


7. Fische. 


Wir wollten nun noch das Blut einiger Fische untersuchen, konnten 
aber, da gerade die Hauptschlachtezeit dieser Tiere vorüber war, nu 
von drei verschiedenen Arten Blut erhalten. Es handelte sich ur 
Goldorfen, Karpfen und Schleie, die aber so wenig Blut gaben, das 
das Blut von mehreren Tieren vereinigt werden mußte. Es wurd. 
vier Goldorfen, drei Karpfen und zehn Schleie geschlachtet. Wa 
die Fütterung der Fische anbelangt, so war es bei den Schleien dr 
der normalen Teichhaltung, die Goldorfen waren mit Brot, Lupner 
und Abfällen gefüttert worden, hingegen bestand die Nahrung de ' 
Karpfen nur aus geschroteten Lupinen. 

Das erhaltene Ergebnis erscheint in verschiedener Richtung b- ' 
merkenswert. Zunächst ist auch bei den Goldorfen und Karpfen da 
Fehlen von Harnsäure zu betonen, bei den Schleien konnte die Be- 
stimmung aus Mangel an Blut nicht ausgeführt werden. Man ist sich 
bisher noch nicht ganz klar darüber, ob im Harn der Fische Harnsáurt 
ausgeschieden wird. Das Ergebnis der Blutuntersuchung deutet darauf 
hin, daß dies bei den Goldorfen und Karpfen wahrscheinlich nicht de 
Fall ist. Untersuchungen an anderen Arten müssen hierfür die Be- 
stätigung erbringen. Bemerkenswert ist ferner, daß der Harnstofi- 
gehalt des Blutes der Goldorfen und Schleien sich in ähnlicher Höhe 
wie bei den Vögeln und etwa dem Pferde bewegt. Bei den Karpfen 
ist er bedeutend größer, wie auch der Wert für Rest-N, Kreatinin und 
Gesamtkreatinin in dem Blute dieser Tiere besonders hoch ist. Jedoch 
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t dies wohl bedingt durch die sehr stickstoffreiche VE 
er Karpfen. 

Interessant ist auch der Blutzuckergehalt dieser drei Fischarten. 
Vährend er bei den Goldorfen und Schleien dem entspricht, der bei 
en übrigen Tieren mit Ausnahme der Vögel gefunden wird, ist der 
3lutzuckergehalt der Schleien recht hoch. 








Tabelle VII. 
| Io 100 ccm Blut wurden gefunden mg E 
ar | Zucker | Rest-N HamstofN | Kreatinin |  Krestin 
1 Goldorfen . 1.789 | 30 6 | 19 5,3 
3 Zuchtkarpfen (Fütte- 





rung: geschr. Lupinen) 85,5 
10 Schleie nn 
Teeichhaltung) . | 1415 


60,6 
nicht er- 
mittelt 9,14 nicht ermittelt 


18,2 2,17 9,64 








Besprechung der Ergebnisse. 
Wir haben nun, um einen Uberblick zu gewinnen, die sámtlichen 
Werte nochmals in der folgenden Generaltabelle zusammengestellt 
und dabei auch die für den Menschen gültigen Grenzwerte eingesetzt. 










Tabelle VIII. 
i | 
a | Anzahl | | mg in 100 ccm Blut 
der unter» || Anzahl i A A E 
Art | suchten der ungen | Harn» | Gesamt, | Kreati- | Harns 
| Tiere | suchungen | Zucker | ResteN | „offsN | Kreatinin | nin säure 















nicht den ameri | 77 | 24 | 10 








Mensch kanischen Autoren | |—119 | —43 92 | — 67 25 A 
eng. JI r ER JE Bu 3 DI 
Schaf . | © 
Rind 5 | 10 | 100 304 287 105 17 | © 
Pierd...| 7 | H | Be e e 67 17 y 
Schwein . . 15 19 | wés Aë _188 = 87 A E 
Vögel... 12 1 | _200 ae io = 5 Be _25 
Fische. . Ä 17 | 5 | die ri 6 _182 = poi Si y 





Beim Vergleich dieser zusammengestellten Ergebnisse tritt eine 
bemerkenswerte Übereinstimmung und Gleichmäßigkeit zutage, die 
um so auffälliger erscheint, als die Ergebnisse an den verschiedensten 
Tierarten gewonnen worden sind. Nicht nur, daß diese unter recht 
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verschiedenen äußeren Lebensbedingungen leben und aus den ver 
schiedensten Nahrungsstoffen ihre Körpersubstanz aufbauen, sonden 
auch die Fütterungsverhältnisse, Geschlecht, Alter und sonstige 
physiologisches Geschehen (man denke z. B. an die Kühe, die teil 
trächtig waren, teils in verschiedener Laktationsperiode standen, «de 
daran, daß auch Kastraten untersucht wurden) waren recht verschieden 
Es scheinen danach die physiologischen Grenzen, in denen die vue 
suchten wichtigen Blutbestandteile im Tierreiche schwanken, nahe dv 
- gleichen zu sein. 

Die größten Schwankungen scheint der Blutzucker aufzuweisen 
Besonders groß dürften sie nach der vorliegenden Literatur beim Hurde 
sein. Dies kommt aber, da wir nur zwei Hunde untersuchten. ba 
unseren Versuchen nicht zum Ausdruck. Hier lagen sie an der untenz 
Grenze der möglichen Werte. Hoch liegt auch der Blutzuckerspirx! 
der Vögel. Lyttkens und Sandgren fanden bei kleinen Sáugeticra 
auch so hohe Zuckerwerte und schoben dies auf den regeren St 
wechsel. Dieser Grund würde auch für die Vögel Gültigkeit bake 
können, doch würde auch noch zu prüfen sein, wie sich die andemi 
Angehörigen der Sauropsiden, also die Reptilien, verhalten. Für ders 
hohen Blutzuckergehalt spricht die Angabe Bangs, der im Blute va 
Lacerta viridis 0,14%, Zucker gefunden hat. Bezüglich der hober 
Blutzuckergehalte bei kleinen Tieren müßte auch auf den mögliche 
Einfluß psychischer Erregungen Rücksicht genommen werden, auf det 
Bang bei einem Raben, dessen Blutzuckergehalt er zu 0,279, fan. 
hinweist. Gerade die kleinen Tiere, wie Meerschweinchen und Kaninctrr. 
vielleicht auch kleine Hunde, sowie vor allem die Vögel könnten solch’ 
Einflüssen unterliegen. 

Auch bei einigen Pferden fanden wir hohe Blutzuckerwerte. dr 
wohl auf die Melassefütterung bei diesen Tieren zurückzuführen waru. 
Es ist natürlich schwer zu entscheiden, inwieweit so hohe Werte. w 
sie nach der Literatur bei Hunden gefunden wurden, und wie wir +" 
hier bei Pferden und Vögeln fanden, die Ursache für Ausscheidun: 
von Zucker im Harn sein können. Waentig fand bei seinen mit Zuch: 
gefütterten Pferden geringgradige Glykosvrie. 

Ferner liegen noch einige Befunde bezüglich des Rest-N vor. «ii: 
aus dem üblichen Rahmen herausfallen. Wir fanden ihn teilwex 
sehr hoch bei einigen Vögeln und im Karpfenblute. Überhaupt zeige 
die oberen Grenzwerte beträchtliche Schwankungen. Gelegentlich: 
hohe Werte können als Ausdruck des variablen physiologischen («- 
schehens nicht auffällig erscheinen. Einflüsse der Zusammensetzung 
der Kost scheinen, wie die hohen, beim eiweißreich ernährten Karpfer. 
gefundenen Werte zeigten, hierbei eine gewisse Rolle zu spielen. über 
die noch Aufklärung gebracht werden muß. 
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Fúr die Kreatininkórper und den Harnstoff bestehen durchweg 
t gleichmäßige Verhältnisse. Beim Rinde lag der Kreatingehalt 
höchsten. Bezüglich des Harnstoffs muß an die von Baglioni fest- 
ellte hohe Konzentration von 2,6%, im Selachierblut als Aus- 
me erinnert werden. Die von uns untersuchten Fischblutarten 
¡Ben hingegen einen ähnlichen Harnstoffgehalt wie die untersuchten 
ger. 

Bemerkenswert ist die Übereinstimmung im Harnsáuregehalt des 
tes bei Vögeln und den Menschen. Da bei diesen Tieren die Harn- 
re als N-Stoffwechselprodukt dominiert, hätte man einen hohen 
aalt erwarten sollen. Bei den untersuchten Säugetieren wurde 
msäure durchweg vermißt. Ihr Vorkommen oder Fehlen im physio- 
schen Blute dürfte bekanntlich an das Fehlen oder Vorhandensein 

urikolytischen Ferments gebunden sein. Da bei den untersuchten 
ussáugetieren Urikolyse nachgewiesen ist, erklärt sich das Fehlen 
hweisbarer Harnsäuremengen in ihrem Blute. Man muß dazu 
auf hinweisen, daß Folin und Denis, deren Ergebnisse mit den 
ren am besten vergleichbar erscheinen, bei Rind und Katze 
mg, bei den anderen Säugetieren sogar nur 0,05 mg fanden. Es 
ndelt sich nach diesen Ergebnissen also auch nur um Spuren. Da 
ser Kolorimeter nur noch bis 0,2mg mit Sicherheit zu ermitteln 
stattet, ist natürlich das Vorkommen solcher Spuren auch in den 
n uns untersuchten Tierbluten nicht ausgeschlossen. Im übrigen 
bn verschiedene Kontrolluntersuchungen, über die wir bald be- 
hten werden, die gleichen Ergebnisse gehabt. | 


Über den Gehalt verschiedener Tierblutarten am Harnsiore. 


Von 


Constanze Schmitt-Krahmer. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschá 
zu Berlin.) . 


(Eingegangen am 31. März 1923.) 


In der vorstehenden Mitteilung haben Scheunert und v. Pelchras 
über Ergebnisse berichtet, die mit Hilfe der amerikanischen kolor: 
metrischen Methoden!) im Blute verschiedener Tierarten gewonna 
waren. Dabei hatten sie mit der Methode nach Folin und Wu bei Pierd 
Rind, Schaf, Schwein, Hund und einigen Süßwasserfischen Hamsän 
nicht finden können. Dies entspricht zwar durchaus dem, was = 
gemäß der uricolytischen Fähigkeit dieser Tierarten erwarten konn 
und entsprach auch den Befunden von Letsche?) (Pferd), widersprah 
aber den Ergebnissen von Steinitz’) (Pferd, Hund), von Neumann ud 
Reinhardt) (Rind, Hammel), von Host5) (Pferd, Rind), auch deve 
von Folin und Denis®) (Hammel, Rind, Pferd und Hund). Man win 
aus methodischen Gründen von den angegebenen Befunden, besonders 
denen von Folin und Denis, eine gute Vergleichbarkeit zusprecha 
müssen. Deshalb erschien die Differenz der Ergebnisse auffällig, wen 
auch andererseits die von Folin und Denis angegebenen Werte nur 
sehr gering waren, ja nur als Spuren zu bezeichnen sind, und das ir 
unserem Institut verfügbare Kolorimeter so kleine Mengen wie 0,05 mg 
in 100 cem Blut nicht mehr mit Genauigkeit zu bestimmen gestattet. 
Befremden mußte aber noch ein anderer Unterschied. Die amen- 
kanischen Autoren gaben für Vogelblut Werte von 4,9 und 4,8 mg an. 
während Scheunert und v. Pelchrzim viel weniger beobachteten, nämlich 





1) Mandel und Steudel, Minimetrische Methoden der Blutuntersuchun;. 
Verein wiss. Verleger, 1921. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 3, 1907. 

3) Ebendaselbst 90, 108, 1914. 

4) Arch. f. wiss. u. prakt. Tierheilk. 49, 9, 1922. 

5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 95, H. 2/3, S. 88, 1915. 

$) Journ. of biol. Chem. 14, 29, 1913. 
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Or 0,7 bis 2,5 mg. Diese viel niedrigeren Werte legten die Vermutung 
ahe, daß ein Teil der Harnsäure bei irgend einer Manipulation, wahr- 
‚cheinlich der Enteiweißung, verschluckt worden sein könne. Dazu 
cam, daß zu dieser Zeit Harpuder!) ähnliche Einwände gegen die 
Methode erhob und Folin?) selbst auf die Notwendigkeit sorgfältiger 
Prüfung des zur Enteiweißung angewandten Natriumwolframat- 
präparats sowie der Säuremengen hinwies. Ferner erschienen dann 
zwei Arbeiten von Pucher?), der aus gleichen Gründen eine Modi- 
Kkation der Enteiweißung beschrieb, die ein quantitatives Verbleiben 
der Harnsáure im enteiweißten Blutfiltrat sichern sollte. Ferner weisen 
Benedici*), Jackson und Palmer?) auf die Ungenauigkeit der Bestim- 
mung hin, die bei kleinen Harnsäuremengen durch die geringe Farb- 
intensität bedingt ist. 

Es erschien also nach allem eine sorgfältige Nachprüfung der 
früheren Befunde geboten, und Herr Prof. Scheunert beauftragte mich, 
eine solche unter Berücksichtigung der erwähnten neuen Arbeiten 
durchzuführen. Über diese Ergebnisse soll im folgenden berichtet werden. 

| Zunächst mußte die Unsicherheit ausgeschaltet werden, die den 
kolorimetrischen Bestimmungen in den voraussichtlich nur minimale 
Harnsäuremengen enthaltenden Tierbluten durch die äußerst geringen 
Färbungen anhaften. Da die Einstellung unseres Kolorimeters bei 
Harnsäuremengen unter 0,2 mg (in 100 ccm Blut) große Unsicherheit 
zeigte, war dies besonders wichtig. Diese Unsicherheit mußte weg- 
fallen, wenn die zu untersuchende Lösung einen so hohen Harnsäure- 
gehalt aufwies, daß auch die geringste Drehung der Kolorimeter- 
schraube einen deutlichen Farbenunterschied bewirkte: 

Es gelang mir, diese Absicht durch Verwendung einer Mono- 
natriumuratlösung bekannten Gehaltes zu verwirklichen. Solche 
Lösungen wurden unter Verwendung genau abgewogener Uratmengen 
in verschiedener Konzentration hergestellt und dann wie ein Blut- 
filtrat nach Folin und Wu behandelt®). Es stellte sich heraus, daß eine 
Lösung mit einem Gehalt von etwa 0,05 g Mononatriumurat in 1000 ccm 
Wasser am geeignetsten war. Folgender Versuch ergibt die angewandten 
und gefundenen Mengen. Die Lösung enthielt 0,05 g Mononatriumurat 
im Liter, entsprechend 38,7 mg Harnsäure. 

Angewandt: 20 ccm = 0,7742 mg C,H,N,O;. 

Gefunden: 1. 0,77; 2. 0,78; 3. 0,77; 4. 0,774 mg. 


1) Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 29, H 3/5, S. 208, 1922. 
2) Journ. of biol. Chem. 51, 419, 1922. 

3) Ebendaselbst 52, 317, 1922. 

4) Ebendaselbst, S. 329. 

5) Ebendaselbst 51, 187, 1922. 

$) Ebendaselbst 50, 89, 1922. 


32 C. Schmitt-Krahmer: 


Die Methode ist also durchaus verláBlich. Die Uratlösung is 
nur begrenzt haltbar und darf deshalb höchstens 2 bis 3 Tage benutz 
werden, alsdann ist sie zu erneuern. 

Bei den eigentlichen Versuchen wurde nun so verfahren, dab va 
einer solchen Lösung bekannten Gehaltes, die aber, um die gleichen 
Konzentrationsverhältnisse im Filtrat zu erzielen, die doppelte Urat 
menge, also etwa 0,1 g im Liter erhielt, je 50 ccm zu 10 ccm Blut hinm 
gefügt wurden. Außerdem wurde stets zum Vergleich statt Blut op 
Albuminlösung in gleicher Weise mit Urat versetzt und dann in beida 
Proben die EnteiweiBung und Harnsäurebestimmung vorgenomma 
Die Albuminlösung wurde durch Auflösen von etwa 4g Alum 
(Kahlbaum) in 100 ccm destillierten Wassers hergestellt. 

Bei der Enteiweißung wurde nach den von Pucher angeführe 
Vorschriften verfahren, da einige Vorversuche mit der älteren Method 
von Folin und Wu nicht ganz befriedigten. 

Die angewandte Methode gestaltete sich danach wie folgt: 

10 ccm Blut wurden nach Folin und Wu mit 20 ccm destilliertes 
Wassers versetzt und hierzu statt der 50 ccm Wasser Folin und Vu 
50 ccm der oben besprochenen Natriumuratlösung gegeben. ` Adam 
wurde zur Enteiweißung geschritten. Diese erforderte je nach d 
Tierart eine verschieden große Menge von Natriumwolframat, welche 
nach Folin vorher geprüft worden war. Ist diese zu groß, so erhił 
man nach der späteren Silberfállung Trübungen, die auch durch Zenn: 
fugieren nicht beseitigt werden können. Bei den Sáugetierblutartt 
wurden auf 10 eem Blut 10 ccm der 10proz. Natriumwolframatlösın 
benötigt, bei den Vogelblutarten genügten für dieselbe Blutmenz 
8 ccm, wobei die fehlenden 2ccm durch H,O ersetzt wurda. 
Diese Verschiedenheiten in der benötigten Wolframatmenge dürfte 
mit der bei der Pucherschen Arbeitsmethode stattfindenden folger- 
den Erhitzung zusammenhängen; bei dem Vorgehen nach Folin und 
Wu genügten in allen Fällen 8 ccm, wie in der vorhergehenden 
Mitteilung ausgeführt worden ist. Nach dem Zufügen des Natrium 
wolframats wurde mit 10 cem ?/¿n H,SO, in’ üblicher Weise verst". 
nachdem ich vorher die Natriumwolframatlösung und die ?/¿ n H,$0, 
nach Puchers Angaben miteinander verglichen hatte. Alsdann wurd 
kräftig umgeschüttelt und nach Pucher weiter verfahren. Zu den 
Zwecke wurde 8 bis 10 Minuten stehen gelassen und hierauf dw 
im kochenden Wasserbade erhitzt. Alsdann wurde abfiltriert und dè: 
Filtrat auf Eiweißfreiheit mit Pikrinsäure und Essigsäure geprüft 
Es erwies sich beim weiteren Vorgehen eine Abänderung der Pucherscht 
Vorschriften in folgender Weise als nötig. Zur Sicherung der richtige? | 
Beurteilung der sehr wichtigen Reaktionsverhältnisse wurden I bs 
2 Tropfen Rosolsäurelösung auf 10cem Filtrat zugesetzt und danı. 


dei 
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>» wiel verdünnter Ammoniak (nach Pucher 14 com konzentrierten 
mmoniak in 500 com H,O) tropfenweise zugegeben, daß die Rosol- 
kure neutrale oder ganz schwach alkalische Reaktion anzeigte. Nun- 
ehr schloß sich die Silberfällung nach Folin und Wu an, jedoch 
enúgten 2ccm Silberlactatlósung nur für die Filtrate von den Albumin- 
sungen. Für die Blutfiltrate wurden stets 5 bis 6 ccm benötigt. Als- 
‚ann wurde zentrifugiert und genau nach Folin und Wu weiter 
rerfahren. Um gute Vergleichsbedingungen zu erhalten, wurden Blut- 
Mtrat und Albuminfiltrat stets nebeneinander zentrifugiert und ver- 
arbeitet. ` 

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in der Tabelle zusammen- 
gestellt. 





















































Zugesetzte Na,Uratlösung | spain | Ing | 
A | Be > i 
in 500 ccm H,O das in 100 ccm! in d Tierart | Sie) Bemerkungen 
EE ET enge KE 100 ccm | 
= 11/, H20 | Cs ÑO | filtrats | filtrats | | Blut | 
Pr e sl 
657 | ai lasi 1 Aa | Hamma [+01 
55,3 | 428 | 428 | 428 | s + 0,0 
553 | 428 |428 | 430 | #02 || Filtrat trübe 
43,0 | 333 | 333 | 3,33 Pferd | +0,0 || Grinlichraeibes 
41,8 324 | 3,24 | 34 +00 
528 | 409 | 4005 | 4.115 Hund | ¥ 0,2 | Filtrat trübe 
46,0 | 358 | 3,57 | 3,55 | —02 | 
53,1 41,2 - | 4,107 | 4107 | Schwein | +00 || Filtrat trübe 
43,0 $33 Ise |-333 Rind +00 | 
55,3 | 42,8 | 4,28 4,28 | Karpfen -7 0,0 
48,5 | 37,6 d 3,755 | 3,99 |etwa 5 Jahr alt. Hahn 1235 
61,9 479 | 479 | 4,995 Huhn +2,05 
60.9 472 | 471 | 4865 Taube + 155: 
55,6 43,1 ı 4,305 | 4,475 K +17 | 
421 326 | 326 | 341 | Gans +15 | 


i 


Zusammenfassend kann man aus denselben eine Bestätigung der 
Ergebnisse von Scheunert und v. Pelchrzim für die Säugetierblutarten 
entnehmen. Er wurden die zugesetzten Harnsáuremengen fast stets 
quantitativ wiedergefunden, in einigen Fällen waren geringe Differenzen, 
die sich auf höchstens + 0,2 mg beliefen. Es handelt sich hierbei 
wohl um in den Grenzen der Fehlermöglichkeiten liegende Werte, 
jedenfalls könnten ihnen nur minimale Spuren von Harnsäure im Blute 
zugrunde liegen. 

Bei den Vogelblutarten fand ich Werte, die bei Taube und Huhn 
ebenfalls denen von Scheunert und v. Pelchrzim entsprachen und nur 
bei dem Gänseblut etwas höher lagen. 
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Notiz über den Einfluß 
normaler Zugarbeit auf die Blutzusammensetzung des Pferdes. 


Von 
Arthur Seheunert und M. Bartsch. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 31. März 1923.) 


Der Einfluß körperlicher Arbeit auf die Zusammensetzung ds 
Blutes ist bisher eingehend nur bezüglich des Blutzuckers studier 
worden. Diese Untersuchungen sind vorwiegend am Menschen aus 
geführt worden und haben zunächst zu etwas widersprechenden Er- 
gebnissen geführt, indem sowohl Herabsetzung (Weiland) als Erhöhung 
(Moraczewski) als auch wechselnde Ergebnisse erzielt worden sind. 
In letzterem Sinne sind auch Versuche an Hunden von Reach!) ver- 
laufen. Die Untersuchungen an Menschen sind in neuerer Zeit von 
Grote?) kritisch besprochen worden. Durch neue Versuche mit der 
Bangschen Mikromethodik hat dieser Autor dann die Frage weitgehend 
geklärt. Er arbeitete mit Faradisation der Muskeln im Bergoniéschen 
Stuhl und nahm von 5 zu 5 Minuten die Zuckerbestimmung vor. Daki 
ergab sich, daß die Kurve ohne auffällige Schwankungen horizontal 
verläuft und nur gegen Ende der Arbeit eine leichte Tendenz zum 
Sinken zeigt. 

Es erschien uns von Interesse, diese Frage nochmals zu unter- 
suchen und uns hierbei des Pferdes als Versuchstier zu bedienen. Da: 
Pferd ist infolge seiner Haltung zu Arbeitszwecken ganz besonders 
zu solchen Versuchen geeignet, da es regelmäßig große Arbeitsleistungen. 
an die es sich angepaßt hat, auszuüben gewöhnt ist. Wir untersuchten 
dabei nicht nur den Blutzucker, sondern auch die stickstoffhaltigen 
Stoffwechselprodukte und nahmen auch eine Bestimmung des Kohlen- 
säurebindungsvermögens mit Hilfe der van Slykeschen Methode vor. 
Die Untersuchung verfolgte dabei auch den Zweck, zu ermitteln, ^b 


1) Diese Zeitschr. 88, 436, 1911. 
2) Zentralbl. f. inn. Med. 39, 353, 1918. 
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wa das Zuführen eines Patienten zur Klinik, wie es bei den Haus- 
eren üblich ist, eine Veränderung der Blutzusammensetzung bedingt. 

Zur Blutuntersuchung dienten die Folinschen Methoden, über deren 
nwendung zu Tierblutuntersuchungen vorstehend berichtet wurde. 
He Pferde waren leichte Wagenpferde im Durchschnittsgewicht von 
bwa 400 kg, die täglich morgens eine fünf- bis sechsstündige Zugleistung 
ı Trab und Schritt mit öfterem Anhalten und wieder Anfahren, wie 
8 beim Ausfahren zu Bestellzwecken notwendig ist, leisteten. Die 
sugarbeit auf Asphalt und Holzpflaster war etwa als mittelschwer 
‚u bezeichnen. Die Ration der Pferde betrug: 


L kg gequetschten Hafer, 

31, „ Heu, 

1 , Strohhäcksel, 

71%, ,, aufgeschlossenes Stroh als Häcksel, 
. 3 ,„ gequetschten Mais. 


Sie war nicht allzu reichlich, deckte aber den Bedarf hinreichend. 


Die Blutentnahmen erfolgten früh kurz vor dem Ausrücken, nachdem 
sie ihre Morgenmahlzeit soeben beendet und die Nacht über im Stalle 






























































Tabelle I. 
Datum | Geschlecht [Versuch Leistung Be Harms Glukose Gen: Kreatinin | Kreatin 
A ton; EE 
19. VIL! Ä | Ei A E 
8h v.) Pferd 1 Ruhe 292. 12,2 90,1 40 `, ES O E AE EN 2,7 
1 30'n. an ' Arbeit wi 14,5 88,5 42 14 | 2,8 
| | 
v. | 2 " Ruhe Së ee 898 | 42 | 14 | 28 
1 30'n, | ‚Arbeit 1288, 104: 8356| 43 14 ' 29 
24. VIT. | ¡ | | 
8h vi, $ | Ruhe 280 133, 952 | 69 , 15 ¡ 5,4 
ln i a 113 9765| 69 | 14 5.5 
96. VIL! ¡ | | 
8h vi, 4 ' Rube 30,7 16,6 | 90,9 | 43 | 13 30 
l n. 3 | Arbeit 28,5 113; 909 , 13 29 
1. VIIL) | | | | 
sh30v. |, | 5 Ruhe en 14,6 | 86,9 | 42 14 | 28 
2 än, ' | Arbeit | 30,1: 15,0 | 878 | 42 | 14 28 
4. VIII. | | 
8h30’v. ` Pferd 6 'Ruhe 278 13,9! 952 | 45 14 31 
2 n | Stute | Arbeit | (307143; 09 | 43 : 14 | 29 
7. VIII. | | | | 
v.! „ 1 7 |Ruhe :31,9,109| 815 | 47 15 A8 
1 30'n. : ! Arbeit g 11,1, 78,9 ; | 4,7 Lë , 3,2 
8b v. | Pferd ' 8 :!Ruhe 26,6 13,0) 800 ' 63 | 15 48 
15 A 


1 30'n. | Wallach | | Arbeit 125,5| 14,2 , 76,9 | 63 
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zugebracht hatten. Die zweite Blutentnahme erfolgte nach der Rúckke 
von der Arbeit, vor dem Einrücken in den Stall. Die Untersuchung 
mußte also zeigen, ob durch die mehrstündige Arbeit eine Verändery 
des Gehaltes an den genannten Blutbestandteilen eingetreten war. | 

Die erhaltenen Werte, die in der Tabelle I zusammengestal 
worden sind, zeigen bezüglich sämtlicher Bestandteile keine Untetá 
schiede, die man als außerhalb der Fehlergrenzen und der üblich-l 
physiologischen Schwankungen liegend ansehen kann. | 

Der Blutzuckergehalt übersteigt nach der Arbeit bei Pferd 3, 
und 5 den Ruhewert, bei Pferd 1, 2, 6, 7, 8 wurde er nach der Arbeit 
etwas niedriger gefunden, bei Pferd 4 war er gleich. Es kann hierau; 
geschlossen werden, daß beim Pferde durch Arbeitsleistungen, an de 
das Tier gewöhnt ist und die seiner Leistungsfähigkeit und Fútterun] 
entsprechen, keine Veränderungen des Blutzuckerspiegels bedinst% 
werden. Das Ergebnis entspricht also recht befriedigend den ok: 
zitierten Befunden von Grote. 


Tabelle II. 





Bindungsvermögen von Genaue Berechnex 


1 ccm Plasma, gemessen 














Tierart u. | durch Abl ER ati h 
Datu ee Versuch | Leistung wick elten Gabes o aroi CO Sg 
| ' in der vın Slykeschen | Seen peban MM 
1. VIIL | | 
8b30'v.' Pferd ' 5  Ruhe | 0,82 | 68,7 
2 30 n., Wallach | - Arbeit | 0,76 | 63,2 | 
4. VIIL ` f | 
8h30'v.' Pferd ' 6 ' Ruhe ` 0,64 | 518 
2 n. Stute | | Arbeit | 0,63 | 50,8 
9. VIII. ` i | | 
& ve Pferd | 8 |! Ruhe | 0,68 | 55,1 
1 30'n. ' Wallach | Arbeit | 0,66 | 53,2 
2. VII. | | 
8h30'v. a i 9  — Ruhe | 0,67 54,5 
2 pn. i Arbeit ` 0,66 | 53,5 
5. VII. l | | 
8b vo .  . 10 ` Ruhe 0,71 58,1 
2 n, , Arbeit 0,68 ( 55,2 
16. VIII. ' | | 
vo. ll Ruhe 0,76 | 63,1 
3 n. i Arbeit 0,72 | 59,5 
16. VIII. l | | | 
vo, 12 ' Ruhe | 0,72 | 593 
3 n. Arbeit | 0,72 59.5 
16. VIIL | 
8h v, e 13 Ruhe ' 0,78 65.1 


3 n. Arbeit. 0,77 64,3 
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Die Arbeitsleistung hat aber auch keine Veränderung im Gehalt 
T übrigen ermittelten Bestandteile bedingt. Sie lagen in den EE 
ner, die als Normalwerte für Pferde ermittelt wurden. 

Die Bestimmung des Kohlensäurebindungsvermögens des Pferde- 
utes wurde mit Hilfe des von van Slyke beschriebenen Apparates 
ısgeführt und ergab, wie die Tabelle II zeigt, deutliche Unterschiede. 

100 ccm Blutplasma vermögen danach bei ruhenden Pferden 
1,8 bis 68,7 Vol.-%/, CO, zu binden, während nach der Arbeit das 
O, Bindungsvermógen 50,8 bis 64,3 Vol.-%/, betrug. Es ist also 
folge der Arbeit eine Erniedrigung eingetreten, wie auch der Vergleich 
er Werte bei jedem einzelnen Tiere ergibt. Dieses Ergebnis bestätigt 
lso durchaus die bezüglich der Bildung saurer Stoffwechselprodukte 
ei der Arbeit bekannten Tatsachen und die am Menschen gemachten 
wobachtungen [Busa, Christiansen, Douglas, Haldane, Barr!)]. 


Zusammenfassung. 

Bei Pferden wurde durch die Leistung der üblichen Tagesarbeit 
er Gehalt des Blutes an Zucker, Rest-N, Harnstoff-N, Kreatinin und 
(ratinin + Kreatin nicht beeinflußt, das Kohlensäurebindungsvermögen 
les Blutplasmas hingegen regelmäßig herabgesetzt. 


1) Proc. of the soc. exp. biol. a. med. 19, 179, 1922. 


Uber die Wirkung von Coffein auf den respiratorischen 
Stoffwechsel des Meerschweinchens. 


Von 
Hanns Lóhr (Kiel). 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschu- 


zu Berlin.) 
(Eingegangen am 31. März 1923.) 


Seit den grundlegenden Arbeiten von Zuntz und Rubner sw 


deren Schüler über den respiratorischen Stoffwechsel von Mensch ud 
Tier sind im Laufe der letzten Jahre zahlreiche Veröffentlichunge 
erschienen, die sich mit all den physikalischen und chemisch-pharms 
kologischen Experimenten beschäftigen, durch die der Gaswechz! 
wesentlich beeinflußt werden kann. Man verwandte die verschieden- 
artigsten Stoffe organischer und anorganischer Natur, indifferente um 
höchst differente Pharmaca. Im Rahmen dieser Arbeit kann natürlicher. 
weise auf alle diese Untersuchungen nicht eingegangen werden, zumal 
sich oftmals die Ergebnisse der einzelnen Autoren gegenüberstehen, 
was allerdings sehr häufig in methodischen Fehlern seine Ursache hat. 


| 


| 


| 


1 
l 
| 


sondern nur auf solche, die mit unserem Thema in näherer Beziehung ` 


stehen. 


Schon Mering und Zuntz!) sowie Stech?) infundierten NaCl-Lósunge 
verschiedener Konzentration an Menschen und Hunden und beobachtete 
eine Steigerung der O,-Aufnahme, während Lusk’) durch NaCl keinen 
Einfluß auf den Stoffwechsel ausüben konnte. Neuere Versuche mit intre 
venösen Infusionen von NaCl-Lösungen finden wir bei Hari*), Tang’. 
Verzár*), Leimdórfer”), Raeder?) und in allerjüngster Zeit bei Krzywand' 
aus dem hiesigen Institute. Zusammenfassend kann man sagen, daß en 


1) Pflügers Arch. 15, 634, 1877. 

2) N. Zuntz, Med. Klinik 1910, S. 309 und 351. 
3) Journ. of physiol. Chem. 13, 37. 

1) Diese Zeitschr. 44, 1. 

$) Ebendaselbst 84, 1. 

6) Ebendaselbst 34, 41. 

7) Ebendaselbst 59, 451. 

8) Ebendaselbst 69, 257, 1915. 

9% Ebendaselbst 184, 500, 1923. 
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ermehrter 0,-Verbrauch eintritt, der von der Menge und Konzentration 
er injizierten NaCl-Lösung abhängt. Stärkere Konzentrationen. setzen 
en Stoffwechsel herab. Die Stoffwechselsteigerung ist in der Regel von 
esteigerter Harnsekretion begleitet. 


C hvostek!), J. C. Raeder?) verwandten ferner Säuren und Basen. Stark 
1880z1ierte oder stärkere Konzentrationen von beiden Agenzien verursachen 
insn raschen und starken Abfall der O,-Aufnahme. Auch hypertonische 
Öösungen verschiedener Zuckerarten wurden bei Hund und Mensch hin- 
ichtlich ihrer Wirkung auf den respiratorischen Stoffwechsel untersucht 
Harley’), Zuntz und Mering*), Bernstein und Falta®), M. Bürger), Woljfers”)]. 
Von den vielen anderen Stoffen seien, da hier von Interesse, nur kurz er- 
wähnt Pilocarpin [Kelemen*)], Atropin (Kelemen), Adrenalin [Wilenko?), 
La F'ranco!®), Fuchs und Roth), Hári1?), Folta und Bernstein!?), B. Born- 
steir 1%)] proteinogene Amine wie Phenylacetylamin, Tyramin, Isoamylamin, 
Histamin, Histidin [Abelin15)]. Eiweißinjektionen [Loening**), Saenger?*”)]. 
Die diuretische Wirkung der hypertonischen Salz- und Zuckerlósungen, 
sowie mancher der angeführten anderen Stoffe ist ja eine allgemein be- 
kannte Tatsache. Schließlich finden sich auch Untersuchungen über die 
Wirkung des Phlorrhizins auf den Gaswechsel und die Nierenarbeit [Zuntz!®), 
Rubner, La Franco**), Belak”)]. Es erhöht den O,-Verbrauch teils durch 
vermehrte Nierenarbeit, teils aber auch durch vermehrte O,-Verbrauchs- 
anregung in anderen Organen. Bei zu hohen Dosen kann es ferner toxisch 
wirken, es sinkt dann der O,-Verbrauch und der Blutdruck. 


Sonderbarerweise konnte ich in der mir zugänglichen Literatur 
keinerlei Mitteilungen über die Wirkung von diuretisch wirksamen 
Substanzen aus der Theobrominreihe auf den respiratorischen Stoff- 
wechsel finden, obwohl der Gedanke hierzu wegen der pharmakolo- 
gischen Eigenschaften des Coffeins nahe liegt. Dieses greift bekanntlich 
am Zentralnervensystem an durch Erhöhung der Reflexerregbarkeit 


1) Zentralbl. f. klin. Med. 1893, S. 329. 
2) L e. 

3) Journ. of. phys. 15, 139— 161. 

4) l e. 

5) Arch. f. klin. Med. 125. 

6) Diese Zeitschr. 124, 1, 1921. 

7) Pflügers Arch. 32, 222, 1883. 

8) Diese Zeitschr. 89, H. 11. 

2) Ebendaselbst 42, 44. 

10) Zeitschr. f. exper. Path. u. Ther. 6. 
11) Ebendaselbst 10. 

13) Diese Zeitschr. 88. 

13) |, c. 

14) Diese Zeitschr. 114, 157; 180, 209. 
15) Ebendaselbst 98, 101. 

16) Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 66. 
17) Zeitschr. f. Biol. 76, 84; 301, 1922, 
18) Le 

19) Lc. 

20) Diese Zeitschr. 44, 213, 1912. 
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und durch Erregung des Vasomotorenzentrums, ferner am Herma 
sowohl durch Beeinflussung der Herznerven und Ganglien als sud 
durch Veränderung des Herzmuskels, schließlich steigert es die Kæ. 
traktionsenergie der quergestreiften Muskeln und verursacht eme 
Hyperglykämie, ganz abgesehen von der gewaltigen osmotische 
Arbeit, die nach Coffeingaben extrarenal von den Geweben als aud 
von den Nieren selbst geleistet wird. Aus diesen Gründen schien e 
von Bedeutung, das Coffein hinsichtlich seiner Wirkung auf den respir- 
torischen Stoffwechsel zu prüfen. 


Methodik. 


Zu den Versuchen wurden aus äußeren Gründen nur Meerschweincheo 
verwandt. Selbstredend wurden nur starke und gesunde Tiere ausgesuch. 
Vor Beginn der Respirationsversuche hungerten die Tiere regelmäßr 
15 Stunden, um für den Grundumsatz gleichmäßige Nüchternwerte z 
erhalten. Der respiratorische Gaswechsel wurde mit dem Zuntz-Gepper- 
Apparat bestimmt, in der Anordnung, wie sie Krzywanek!) vor kurzen 
beschrieben hat. Zu diesem Zwecke kamen die Tiere unter eine Glasglocke, 
die mit abgeschliffenem Rande auf geschliffener Glasplatte nach Einfettun 
des Randes luftdicht aufgestellt wurde. In dem Glasrezipienten befindı 
sich ein Drahtgestell, auf dem die Tiere sitzen und dadurch in halber Hoh 
der Glocke sich befinden. In den Glasrezipienten wird nun die Außenluk 
nach Entfernung der CO, durch vorgelegte Natronkalkrohre durch em 
obere Öffnung eingesaugt, unten seitlich tritt der Luftstrom aus und gebt 
durch eine trockene Gasuhr, deren Brauchbarkeit im hiesigen Institu: 
sichergestellt ist. Das Absaugen der Luft geschieht durch eine Waser. 
strahlpumpe. Vor der Gasuhr wird in einem Teilstrom das zu untersuchen 
Luftgemisch in einem mit Quecksilber gefüllten Rohre, dessen Ai 
durch Verbindung mit der Achse der Gasuhr stets gleichsinnig regulier 
wird, entnommen. Die eigentliche Gasanalyse geschah mittels des Haldar- 
Apparates. Bei den einzelnen Tieren wurde also zunächst in mehrtágige 
Versuchen der Grundumsatz bestimmt. Die Tiere gewöhnen sich rech! 
bald an ihre Lage und verhalten sich schon nach kurzer Zeit ruhig, so da 
nach einer halben Stunde, während welcher des Luftausgleichs wegen ep 
Luftstrom abgesaugt wird, mit dem eigentlichen Versuch angefangen werden 
kann. In der Regel wurde %, bis 1 Liter pro Minute ventiliert. Wenn de 
Tiere eingestellt sind, d. h. CO,-Abgabe, O,-Verbrauch pro Kilogramm und 
Minute, sowie die Zahl der Grammkalorien pro Minute gute Uberen: 
stimmung zeigten, wurde den Tieren an dem Versuchstage nach einem 
einstündigen Vorversuch Coffein natr. salicylic. 0,1 bis 0,175 g subkutan 
injiziert. Die Tiere verhielten sich sehr ruhig nach der Einspritzung, hatten 
anscheinend außer dem einmaligen Stich keine Schmerzen zu erleidet. 
was bei Euphyllin (Originalpackung in Ampullen) keineswegs zutraf, weshalb 
wir dieses Präparat wegen der höchsten motorischen Unruhe der Tier 
weiterhin nicht mehr verwandten. Eine halbe Stunde später begannen 
wir dann mit erneuter Gasentnahme. Jeder Versuch dauerte, wie gef 
3, bis 1 Stunde. Durch mehrere Rohre war man in der Lage, fortdauernd 
den respiratorischen Gaswechsel verfolgen zu können, ohne den Versuch 
zu unterbrechen. 


1) Diese Zeitschr. 185, 506, 1923. 
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Ergebnisse. 


Nach den Injektionen verhielten sich die Tiere motorisch ruhig. Nach 
ner Viertelstunde. begann die Atmung etwas beschleunigt zu werden. 
leichzeitig setzte eine starke Abgabe von Wasserdampf ein, die Glaswand 
a Rezipienten beschlug sich. Kurz darauf ließen die Tiere Urin und auch 
uhl. Veil!) fand in seinen Versuchen ebenfalls nach Coffeingabe eine 
ınahme der Perspirstion von Lunge und Haut, die innerhalb der nächsten 
Versuchsstunden von 6 auf 16% zunahm, wobei die Perspiration der 
iurese vorausgehen kann, also eine sicherlich extrarenale Wirkung. 
olhardt?) bezeichnet das Lymph- und Gefäßsystem als ,,periphere Nieren‘, 
obei er an den außerordentlichen Transport von Wasser, NaCl und Eiweiß 
ıs den Geweben in die Blutbahn und umgekehrt denkt, wie er bei der 
jurese stattfindet. Diese Verhältnisse hat ja erst neuerdings Nonnenbruch?) 
‚vorzüglicher Weise dargelegt. Die von ihm geprüften Purinkörper hatten 
ne erhebliche Wirkung auf den Austausch zwischen Gewebe und Blut. 
ınächst kam es zu einem Abstrom von Wasser aus dem Blut, dem bald 
ieder ein überschießender Einstrom folgte. Gleichzeitig nahm das Serum- 
weiß in erheblichem Maße zu und es mußte beim Vergleich mit den Erythro- 
tenwerten dieser Anstieg auf eine absolute Vermehrung des Serumeiweißes 
zogen werden. Selbst beim nephrektomierten Tiere war dieser Anstieg 
za Serumeiweißes festzustellen, womit die extrarenale Wirkung des Coffeins 
wiesen wird. Welches nun die treibenden Kräfte für den Flüssigkeitsstrom 
sischen Gewebe und Blut sind, lehren die Arbeiten Ellingers*) und seiner 
chüler. Das Coffein vermindert den Quellungsdruck der Eiweißkörper, 
; kommt dadurch zu einer physikalisch-chemischen Veränderung der 
erumeiweißkörper, ihr Wasseranziehungsvermógen wird herabgesetzt. 
leichzeitig ist auch möglich, daß das Coffein auch auf die Gefäßwand 
n Sinne einer Entquellung wirkt. Durch die Herabsetzung des Quellungs- 
ruckes wird im Glomerulus das bis dahin an das Eiweiß gebundene Wasser 
ei und leichter abpreßbar. Außerhalb der Niere richtet sich der Übertritt 
m Flüssigkeit aus dem Blute ins Gewebe, je nach der Menge Coffein, die 
s Gewebe übertritt, und nach dem Quellungsdruck, der im Gewebe herrscht. 
ı den meisten Versuchen erscheint der Übertritt von Flüssigkeit aus dem 
lute in das Gewebe durch Coffein eingeschränkt zu werden. 


Wir sehen also, daß bei diesen osmotischen Vorgängen große Arbeit 
leistet wird. Schon allein die Niere ist ein Organ von ganz besonders 
ohem Sauerstoffverbrauch. Während nach Bancroft und Brodie®) der 
kelettmuskel nicht ganz 0,004 ccm, der Herzmuskel 0,01 ccm pro Gramm 
ud Minute verbraucht, hat lg ruhendes Nierenparenchym einen Umsatz 
on 0,026 ccm O,. Das Gewicht der Niere betrug 0,7 % des Gesamtkörper- 
wichts, bei der Harnstoffdiurese stieg aber der Gaswechsel der Niere von 
nem Ruhegaswechsel von 2,52% des Gesamtsauerstoffverbrauchs zu 
nem solchen von 11,75%. Bei diesen Vorgängen ist die Arbeit innerhalb 
es übrigen Körpergewebes gar nicht mitgerechnet. Nach diesen Über- 
gungen muß es also nach Coffeininjektionen zu einem erheblichen Mehr- 
erbrauch von Sauerstoff kommen, die Oxydation wird allgemein gesteigert 


1) Arch. f. klin. Med. 112. Münch. med. Wochenschr. 1918. 
2) Mohr-Staehelin 8, 1274 ff. 

3) Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 91, 332, 1921. 

1) Ebendaselbst, S. 1. 

5) Journ. of Physiol. 32, 33. 
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dieser Erwartungen, wie man sich aus den folgenden Tabellen en 


kann. 


sein. Unsere Experimente ergaben nun in der Tat eine völlige Bestätigung 


Diskussion der Ergebnisse. 

Wir sehen, daß bei den Meerschweinchen nach jedesmalign 
löstündigen Hungern vor Beginn der Versuche normalerweise der 
respiratorische Stoffwechsel sehr konstant ist und auch im Laufe des 
selben Tages nur geringen Schwankungen unterliegt. Erst nachdem 
wir uns bei jedem Tiere über die Konstanz des Grundumsatzes an 
mehreren Tagen überzeugt hatten, wurde Coffein verabfolgt. Ak 
in den Tabellen verzeichneten Versuche (die übrigens nicht die Gesant- 
zahl der Experimente umfassen, da mehrere Tiere schon durch plötz- 
lichen Tod in der Vorperiode vielleicht durch zu langes Hungern aus 
fielen und ferner die Versuche, während derer die Tiere nicht ruh:x 
blieben, sondern hin und her sprangen, nicht gerechnet wurden) ergeben 
übereinstimmend, daß nach den Injektionen von Coffein oder Euphyllr 
schon innerhalb der ersten Stunde nach der Verabfolgung eine gan 
erhebliche Steigerung des respiratorischen Stoffwechsels auftritt. di 
in der zweiten Stunde abzuklingen beginnt. In Versuch 1 der Tabelle ] 
ist allerdings der Höhepunkt des O,-Verbrauchs erst in der fünften 
Stunde zu bemerken, was vielleicht mit schlechteren Resorptims 
verhältnissen erklärt werden könnte. In Prozenten ausgedrückt. haben 
wir in unseren Versuchen folgende maximale Zunahme der 0,-Auf 
nahme: Tabelle I: 70 und 94 %, Tabelle II: 16, 29 und 75%, Tabelle II: 
45 und 38%, Tabelle IV: 77%, Tabelle V: 49%. Dieses sind jeden- 
falls recht beachtenswerte Steigerungen. Nach intravenösen Nal- 
Infusionen z. B. bleibt der Anstieg weit hinter unseren Zahlen zurück. 
Raeder!), Verzár?) und Tangl3) fanden übereinstimmend ungefähr eine 
Vermehrung der O,-Aufnahme um 20 bis 30%, wenn allerdings be: 
Verzár zwei Versuche mit 5 und 10% NaCl-Lösung unerklärlicher- 
weise einen Anstieg von 45 und 129% erzielten. Auch Krzywanek': 
beobachtete bei seinen systematischen Injektionen von Wasser, 
NaCl usw. immer eine vermehrte O,-Aufnahme, die aber in keineni 
Vergleich stand mit der nach Verabfolgung von Aminosäuren oder 
unseren Werten. Aus unseren obigen Darlegungen geht hervor, das 
der starke O,-Verbrauch nach Coffein auf der erheblich gesteigerten 
Nierenarbeit und den osmotischen Vorgängen in den Geweben be- 
ruhen muß. 

Hier interessierte ferner die Frage, wie sich der respiratorisch 
Quotient nach Coffeingaben verhielt. Bekanntlich tritt nach Coffein 
stets eine Erhöhung des Blutzuckerspiegels auf [Rose5) u. al Es war 


le —?%1lce —%le — $) l e — 5) Arch. f. exper. Path. u. 
Pharm. 50, 15, 1903. | 
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demnach nicht unwahrscheinlich, daß mit der Glykámie auch ei 
vermehrte Kohlehydratverbrennung parallel gehen konnte. Wir finda 
nun in unseren Versuchen fast immer einen leichteren Anstieg de 
respiratorischen Quotienten; dieser liegt aber stets unter dem Kohl- 
hydratverbrennungswert. Die Untersuchungen von A. Bornstein un 
seinem Mitarbeiter Holm!) über Kohlehydratverbrennung bei Adrenalin- 
glykämie finden vielleicht auch durch unsere Befunde eine Bestätigung) 
und Erweiterung. Bei dieser ist ein völliger Mangel eines Parallelism 
zwischen Blutzuckergehalt und Koblehydratverbrennung zu bet 
achten. Dadurch unterscheidet sich die Adrenalinglykämie grundsätzlid 
von der Nahrungsglykámie. Denn schon bei geringem Anstieg des 
Blutzuckers nach alimentárer Kohlehydratzufuhr kommt es auch a 
einer entsprechenden Erhöhung des respiratorischen Quotienten. Ba 
der Adrenalinglykämie scheinen nach Bornstein?) zwei selbständig 
Vorgänge eine Rolle zu spielen. Zunächst wird das Glykogen aus de 
Leber ausgeschüttet und erscheint als Traubenzucker im Blute und 
in den Gewebsflüssigkeiten. Dann aber setzt ein zweiter Prozeß em 
der in einer Zurückdrängung oder einer mehr oder weniger starke 
Lähmung des Kohlehydratabbaues besteht. Das Coffein bewirkt 
seinerseits ebenfalls eine Form der Glykámie, die v. Noorden3) als 
toxisch zu bezeichnen pflegt. Diese medikamentösen Glykämie 
(z. B. auch Morphin) gehen demnach nicht mit einer Vermehrung 
der Kohlehydratverbrennung einher. 





Zusammenfassung. 

Nach Coffeininjektionen kommt es zu einer erheblichen Steigerung 
der O,-Aufnahme. Der Höhepunkt der vermehrten Oxydation ist in 
der ersten Stunde nach der Verabfolgung festzustellen, sodann erfolgt 
im Laufe der nächsten Stunden ein allmählicher Abfall. Der respirs- 
torische Quotient erfährt zwar eine geringe Steigerung, erreicht aber 
niemals Werte wie bei der Kohlehydratverbrennung. Die durch Coffein 
erzeugte Glykämie geht also nicht mit einer vermehrten Kohlehydrat- 
verbrennung einher. Die starke Stoffwechselsteigerung findet ihre 
Erklärung in der großen aktiven Sekretionsarbeit der Nieren und der 
anderen Drüsen, sowie in der erheblichen Arbeit, die beim Einstrom 
und Ausstrom von Wasser und Eiweiß vom Gewebe zum Blute und 
umgekehrt während der Coffeindiurese geleistet wird. 

1) Diese Zeitschr. 114, 157, 1921; 180, 209, 1922. 


last: 
3) r. Noorden, Die Zuckerkrankheit. Hirschwald, 1917. 





Zur Kenntnis der Vitamine. 


I. Mitteilung. 
Über den Vitamingehalt des Honigs. 


Von 
Arthur Scheunert, Martin Schieblich und Elsbeth Schwanebeck. 


ius dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule, 
Berlin.) 


(Eingegangen am 31. März 1923.) 


Aus amerikanischen Instituten sind in letzter Zeit einige Arbeiten 
?kannt geworden, die sich mit dem Vitamingehalt des Honigs be- 
'häftigen. 

Dutcher*) kam bei Untersuchungen über das Vitamin B zu keinem 
laren Ergebnis. Faber?) untersuchte auf Vitamin C an Meerschweinchen, 
enen er mit Wasser in verschiedenem Mischungsverhältnis verdúnnten 
lonig vorlegte, und kam zum Schluß, daß der Honig in Mengen, wie sie 
pontan aufgenommen werden, keine antiskorbutische Wirkung entfaltet. 
telde Arbeiten vermögen eine Entscheidung der Frage nicht zu erbringen. 
ese ist erst durch eine kürzliche Arbeit von Hawk, Smith und Bergeim?), 
ie zwei Honigsorten auf alle drei Vitamine prüften (A und B an Ratten) 
n negativem Sinne erfolgt. Sie prüften außerdem noch Waben für sich 
ınd konnten darin Vitamin A in nachweisbaren Mengen feststellen. 

Noch ehe uns die Arbeit von Hawk und Mitarbeitern bekannt wurde, 
atten auch wir Untersuchungen über die im Hinblick auf den hohen Wert 
les Honigs als beliebtes Nahrungs- und Genußmittel wichtige Frage be- 
ronnen, über die wir im folgenden kurz berichten wollen. Sie sind, wie 
'orausgeschickt sei, ebenfalls negativ verlaufen. 

Es wurden zwei inländische Honigsorten geprüft, bei deren Aus- 
wahl besonderer Wert auf die Herkunft gelegt wurde, da es möglich 
schien, daß die Art der Blüten, von denen die Bienen den Honig 
sammeln, für die Frage von Bedeutung sein könne. Die eine Sorte 
war ein Schleuderhonig aus Ostpreußen mit Lindenaroma (Linden- 
honig), die zweite ein Scheibenhonig mit Waben aus der Lüneburger 
Heide, also ein Heidehonig, den wir im folgenden kurz als Waben- 
honig bezeichnen werden. Zum Vergleich wurde drittens ein handels- 





1) Dutcher, Journ. of biol. Chem. 36, 551, 1918. 

2) Faber, ebendaselbst 48, Nr. 1, S. 113— 116, 1920. 

3) Hawk, Smith and Bergeim, Amer. journ. of phys. 55, Nr. 3, S. 339 
—348, 1921. 
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úblicher importierter Schleuderhonig (Auslandshonig) herangezogen. 
Die Untersuchung erstreckte sich auf die Wirkungen im Sinne des 
A. B- und C-Stoffes der amerikanischen Autoren und wurde an wachxı- 
den Ratten (A), Tauben (B) und Meerschweinchen (C) vorgenommk:. 


Prüfung auf Vitamin A. 


Zur Beschaffung der Versuchstiere legten wir eine Rattenzucht 
an. Da uns aber nicht genug gleichzeitig werfende trächtige Mutter- 
tiere zur Verfügung standen, kamen die jungen Ratten in etwas ve- 
schiedenem Alter, was sich in den verschiedenen Anfangsgewichtes 
ausdrückt, zum Versuch. Auch konnten wir nur je zwei Tiere für eine 
Honigsorte verwenden. 

Als Grundnahrung wählten wir die von Aron!) gegebene Zu 
sammensetzung, da uns von geeigneten Eiweißkörpern Plasmon (Casen 
natrium) noch am leichtesten zugänglich war. Stärke hatten wir zv 
nächst nicht, deshalb nahmen wir Mehl von poliertem Reis, das en 
uns selbst herstellten und welches wir zur Erzielung von Vitamin- 
freiheit 10 Stunden lang auf 155% erhitzten. Als sich der Versuch länger 
als erwartet hinzog, wurde das Reismehl durch Weizenstärke ersetzt | 
Diese sowohl wie das Plasmon wurden dann dreimal mit absoluten 
Alkohol. wie es Osborne und Mendel?) vorschreiben, ausgezogen. um 
jede Vitaminspur auszuschließen. Außerdem erhielten die Tiere eben- 
falls nach Angabe der genannten amerikanischen Autoren pro Tag 
und Kopf je 0,5 g Trockenhefe, die ebenfalls vorher in gleicher Weis ` 
mit Alkohol extrahiert worden war, um A-Stofffreiheit zu sichem. 
Weiter erhielten die Tiere Schweinefett, welches aus Schmer ausgelasen 
und filtriert wurde. Zur Anregung der Darmperistaltik wurde au 
aschefreiem Filtrierpapier ein Cellulosebrei bereitet und zur Futter- 
mischung zugesetzt, und endlich wurde ein Salzgemisch in der vn 
Aron geschilderten Zusammensetzung verwendet. Die quantitative 
Zusammensetzung war dann wie folgt: 

Reismehl 1000 Teile, Plasmon 150 Teile, Schweinefett 250 Teil. 
Cellulose 100 Teile, Salzgemisch nach Aron einmal. 

Die Menge des Schweinefetts reduzierten wir am 81. Versuchs- 
tage, als wir das Reismehl durch Weizenstärke ersetzten, auf 75%. 

Aus dieser Mischung wurde ein Teig hergestellt und dieser nach 
Arons Empfehlung in Form kleiner runder Kuchen von 3cm Durch, 
messer und Lem Dicke gebacken. Dieser Grundfutterkuchen wunde 
in gleichen Gewichtsmengen pro Kopf verteilt und für jedes Tier in 


1) Aron u. Gralka, Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Abtl. 4, Tel *. 
5. 145, 1922. 
2) Osborne u. Mendel, Journ. of biol. Chem. 45, Nr. 2, S. 277—288, 1921. 
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er Pulverflasche mit eingeschliffenem Stopfen aufbewahrt. Täglich 
ırden den Tieren drei bis vier Kuchen vorgelegt und alle 3 bis 4 Tage 
rch Zurückwiegen des Vorrats die aufgenommene Menge bestimmt. 

Die Hefezulage und die eigentliche Versuchsnahrung erhielten 
> Tiere in Form einer Pille, die täglich frisch bereitet und ihnen am 
rmittage, nachdem die Reste der nächtlichen Kuchenmahlzeit aus 
m Käfig herausgenommen worden waren, vorgelegt wurden. Erst 
chdem sie die Pille gefressen hatten, wurden ihnen die Kuchenreste 
s letzten Tages und neue Kuchen wieder gereicht. | 

Die Grundmasse der Pille bestand aus 0,5g Hefe, 0,4g Reismehl 
ww. Weizenstärke und 0,4 g Plasmon. Bei den Honigtieren wurden 
erzu täglich je 2g Honig, bei zwei Kontrolltieren eine Vitamin A- 
ıltige Zulage in Form von lg Butterfett gegeben und hieraus dann 
e Pille bereitet. 

Die Tiere befanden sich jedes für sich in einem Glaskasten mit 
rahtdeckel, der einen Drahteinsatz, der Kot und Harn durchfallen 
H enthielt. Wasser, welches sie reichlich tranken, stand in fest- 
machten Salbenbüchsen zur Verfügung. Den Futternapf benutzten 
e meist als Lagerstátte, da ihnen der Aufenthalt auf dem Drahtgitter 
icht zusagte. Pillen und Kuchen wurden außerhalb verzehrt. 

Im allgemeinen hat sich diese Versuchsanordnung und Versuchs- 
ost bewährt. Wir gaben sie etwas ausführlich wieder, weil wir glauben, 
al für diese Methodik ein allgemeineres Interesse besteht, und die 
mfangreiche ausländische Literatur bezüglich der Methodik uns 
'enig nützt, weil durch die gegenwärtigen Verhältnisse die Beschaffung 
:dweden Materials stark behindert ist. 

Zur Untersuchung wurden drei Gruppen gebildet. Als erste Gruppe 
rhielten drei Ratten Grundfutter und Hefe, wurden also frei von 
'itamin A gehalten. Zweite Gruppe: Zwei Ratten, Grundfutter und 
'itaminzulage in Butterfett. Dritte Gruppe: Sechs Ratten, Grund- 
utter und Honigzulage. 

Die Ergebnisse des Versuches geben wir tabellarisch wieder und 
«handeln zunächst die beiden ersten Gruppen. Die Wágungen er- 
olgten zwar alle 3 Tage, doch geben wir sie in größeren Abständen, 
ım das Zahlenmaterial zu beschränken. 

Trotz der 110tágigen Fütterung zeigten die drei ersten Tiere die 
warteten Erkrankungen nicht. Sie waren mit etwa 10 Wochen 
chon etwas alt für den Versuchsbeginn und deshalb widerstandsfähig. 
Sie fraßen bis in die letzten Tage die Nahrung gut, täglich etwa 10 g, 
'ermochten aber etwa vom 46. Tage an nicht mehr ihr Gewicht zu 
'Thóhen, behielten mit Ausnahme von Ratte 3, die vom 80. bis 90. Tage 
tochmals 10 g gewann, ihr Gewicht dann eine Zeitlang bei, um vam 
"twa 92. Tage ab abzunehmen. Sie wurden in dieser Zeit ziemlich 

Biochemische Zeitschrift Band 139. 4 
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Tabelle I. 
N Gruppe I (vitaminfrei) Gruppe II (mit Vitamn A) 
Versuchatag === 525 ==> a er Een te lernen 
l dee Si Ratte dä | Ratte 2 Ratte 3 Ratte 4 | et 
("Wë 1865 | 137 43,5 393 
11 | 160,5 | 145 154 63 A4 
22 174,5 | 141 | 174 89,5 | 1 
33 ` 189,5 l 170 190,5 118,5 13 
46 206,5 | 190,5 | 200,5 134 1115 
50 207,5 | 194 204 142 115,5 
57 206,0 196 | 200 145 12 
60 207,0 ' 196 204 149 122 
71 | 203,0 | 196 | 200,5 153,5 1245 
au 1975 | 205 | 20 160 ER 
92 203,5 200,5 216,5 167,5 125 
102 1935 | 193 | 211 165 1205 
110 187,5 | 187 | 204,5 Ä 162 118 
meist schläfrig | etwas besser etwas besser . sehr munter sehr muner 
, und matt als J, matt als I, matt | 


hinfällig, waren bewegungsunlustig, matt und schläfrig. Beim Abbrıd 
des Versuches machten sie immerhin einen so schlechten Eindruck 
daß wir ihren baldigen Tod erwarten mußten. Durch Zufuhr vitam 
haltiger Kost gelang es, sie wieder zu heilen. 

Die Ratten 4 und 5 der zweiten Gruppe waren junge Tiere wi 
verhielten sich etwas verschieden. Nr. 5 entwickelte sich von Anfarf 
an etwas schlechter als Nr A Nr.5 fraß täglich anfangs nur ein 
5 bis 6g, vom 40. Tage ab noch weniger und erst später wieder ets 
6 g pro Tag. Nr.4 hingegen fraß anfangs bis zum 30. Tage etwa St 
später 10 g pro Tag, also viel besser als Nr.5. Am 81. Tage erha 
Nr. 5 und dann später nochmals. Nr.4 erbrach am 91. Tage. Ve 
mutlich war das Butterfett, welches im voraus durch Ausschmelzt 
und Zentrifugieren bereitet worden war, schlecht gewesen, viellech 
verfälscht. Mit dem 92. Tage setzte dann auch bei Ratte 4 ein Rick 
gang im Gewicht ein. Die Tiere waren aber, nachdem sie die den 
Erbrechen folgenden Tage überstanden hatten, durchaus munter und 
lebhaft, kletterten in den Käfigen herum und reagierten sofort, wen 
man sich mit ihnen beschäftigte. Der Versuch zeigt, daß durch d 
Butterzulage das Wachstum bedeutend länger unterhalten worden it. 
und daß sich die Tiere wie normale junge Ratten verhielten, wāhem 
die Tiere der ersten Gruppe einen kranken Eindruck machten. 


In Tabelle II sind die an den mit Honigzulage gefüttert 
Ratten gewonnenen Resultate enthalten. Wie aus den Anfang 
gewichten ersichtlich, nahmen wir stets ein schwereres und ein lic 
teres Tier in den Versuch. Man sieht, daß sich die schwereren älteren, 
ebenso wie es bei den vitaminfrei ernährten Kontrolltieren der Fall wi" 
besser als die leichteren, also jüngeren Tiere gehalten haben. E'$ 
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Tabelle II. 
bet 
i | Auslandshonig | SEENEN  Scheibenbonig mit Waben 

m, um. | II, | III, Ba um, | M 
i | , 
N we ' 455 | 134 l 45 | 1405 I 46,5 
1 108,5 | 675 | 154 ol 157,5 67,5 
2 122 90 . 1765 : 935 | 181,5 84 
3 136 | 108 1955 | 112 | 200 97,5 
6 146 1155 y 207 1315 | 2185 109,5 
O 149 121 216 | 1375 222 108 
7 150 1295 | 2185 ' 1415 ' 22% 114 
O: 152 128 | 22 147 226 113 
A 155,5 128 228 1495 2297 | 1185 
A 1595 | 128 | 226,5 am 80. Tage ` 227,5 109 
72 156 126 a mn 225,5 Kéis 
2, 153 | 12 2025 entzindung | +2195 ` ` %. Inge ger 
lO ` 145,5 am 102. Tage am 102. Tage 213 | Augen 
'. matt, ähnlich ‚Keratomalecie, Keratomalacie, -Eindruck verklebt 
y wie die ; am 107. ` frBt nicht mehr, recht gut | 
K ontrollticre gestorben durch Milch ' | 
| 1 bis 3 | gerettet $ l 





ekannt, daß, je älter die Tiere werden, um so größer ihre Widerstands- 
ähigkeit gegen Vitaminmangel ist. Im einzelnen sind die Ergebnisse 
olgende: Nr. III, Auslandshonig nimmt bis zum 64. Tage (155 g) zu, 
rom 81. Tage aber ab und ist am Schluß des Versuches matt und 
schläfrig und verhält sich durchaus wie die drei Tiere der Gruppe I. 
Ratte III, stellte ihr Wachstum bereits am 57. Tage ein, nahm von 
da an ab und zeigte bereits am 102. Tage einwandfrei die Erscheinungen 
der Keratomalacie. Das Tier fraß nicht mehr, saß mit gesträubtem 
Haar und gekrümmtem Rücken im Käfig und nahm in den letzten 
Tagen stark ab; am 107. Tage wurde es tot aufgefunden. 

Das gleichsinnige Verhalten der Ratte III, mit den vitaminfrei 
ernährten gleichschweren Kontrolltieren 1 bis 3 und der Eintritt der 
genannten Erkrankung mit tödlichem Ausgang bei Ratte III, beweisen, 
daß im untersuchten Auslandshonig Vitamin A in nachweisbaren Mengen 
nicht enthalten war. 

Lindenhonig (Schleuderhonig). Nr. III, stellte etwa am 71. Tage 
das Wachstum ein und erkrankte am 102. Versuchstage an Kerato- 
malacie, die nach weiteren 3 Tagen bereits stark M usgeprägt war; 
durch Milchzufuhr gelang Besserung. Nr. III, starb bereits am 80. Ver- 
suchstage zwar nicht unter typischen Krankheitserscheinungen, aber 
doch vermutlich, weil ihre Widerstandsfähigkeit gegen Infektionen 
infolge des Vitaminmangels herabgesetzt war, wie es bekannt ist. 
Das Tier war die Tage vorher sehr schläfrig und matt und hatte ver- 
klebte Augen. Die Homhaut war aber intakt. Es ist danach auch für 
den Schleuderhonig als erwiesen zu erachten, daß er kein Vitamin A in 
nachweisbaren Mengen enthält. 


4* 
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Scheibenhonig (Wabenhonig). Nr. UL, ein schon älteres Tier 
stellte am 57. Tage sein Wachstum ein und nahm vom 81. Tage a 
langsam ab. Bis zum Schluß des Versuches, am 110. Tage, war da 
Tier bei gutem Appetit und machte einen guten Eindruck, der besa 
als der der vitaminfrei ernährten Kontrolltiere, aber deutlich schlecht 
als der der Buttertiere war. Das leichtere Tier Nr. III, verlor nw 
dem 78. Tage (109g) an Körpergewicht und verendete am 83. Tag 
zwar ohne die Erscheinungen der Keratomalacie zu zeigen (die Li 
spalten waren zwar mit blutig-serösem Sekret verklebt, die Homh: 
aber intakt), aber doch unter dem Tiere 111, so ähnlichen Erscheinung 
daß auch hier auf einen Vitaminmangel als Ursache hingewiesen wird 

Auf Grund des immerhin günstigen Verlaufes des Versuche: 
Ratte III, kann man vielleicht auf einen allerdings äußerst geringe 
Vitamingehalt des Wabenhonigs schließen. Dieser würde dann nik 
den Befunden von Hawk, Smith und Bergeim auf die Anwesenbst 
der Waben zurückzuführen sein. Immerhin zeigt der ganze Verla 
des Versuches, daß dieser Vitamingehalt so gering ist, daß er praktish 
nicht ins Gewicht fallen kann. 

Alles in allem kann man aus den Versuchen schließen, daß nad 
weisbare Mengen von Vitamin A im Honig nicht enthalten sind. Dai 
muß man berücksichtigen, daß die Tiere pro Tag 2 g erhielten, das i$ 
für die kleinen Tiere vom Anfangsgewicht 50 g pro 1kg Ratte An 
Honig pro Tag, also eine sehr große Menge, beim Schlußgewicht de 
großen Tiere von 200 g 10 g pro 1 kg Ratte, was immer noch eine recht 
beträchtliche Menge bedeutet. 
















Prüfung auf Vitamin B. 

Es wurden 11 Tauben verwendet, die als Grundfutter poliert 
Reis und grüne Erbsen im Verhältnis 3:1 erhielten. Beides war vorhe 
8 Stunden auf 150° erhitzt worden, um Vitaminfreiheit zu sichern. 

Je drei Tauben erhielten täglich Zulagen je einer der zu prúfenda. 
Honigsorte. Zwei Tauben erhielten als Kontrolltiere keine Honigzulaz: 
Jede Taube wurde in einem besonderen Käfig gehalten, in dem ihr Grund 
futter und Wasser zur Verfügung stand. Täglich wurde die Honigzulaz: 
die stets 3g betr@g und die die Tiere freiwillig nicht aufnahmen, künt- . 
lich einverleibt, ferner erfolgten alle 3 Tage Wägungen und Messung: | 

Das Ergebnis der Untersuchungen geht aus der Tabelle III deutlich 
hervor. Trotz der Honigbeilage gingen die Körpergewichte der Honig 
tauben ständig zurück und der erst allmáhliche, zuletzt plötzliche uni ; 
starke Temperaturabfall trat ein. Ebenso wurden häufig die typische: | 
Krämpfe beobachtet. Einige Tiere konnten nicht mehr gerettet werden, 
bei anderen gelang eine Wiederherstellung durch Zufuhr der vitamin- 
reichen Hefe. | 
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Das Durchschnittsgewicht der Honigtauben betrug zu Beginn des 
rsuches 279,5 g. Pro Tier und Tag wurde 3g Honig gereicht, d h. 
g Lebendgewicht Taube erhielt 8g Honig, also eine verhältnismäßig 
‚Be Menge. Da durch die Honigzulage der Eintritt der typischen 
ankheitserscheinungen weder verhindert noch hinausgeschoben 
rden, muß geschlossen werden, daß antineuritisches Vitamin im Honig 
nachweisbarer Menge nicht enthalten ist. 


Prüfung auf Vitamin C (mitbearbeitet von A. Zerbe). 


Zur Untersuchung auf Antiskorbutvitamin wurden ausgewachsene 
erschweinchen verwendet. Jedes Tier wurde gesondert in einem 
askäfig mit Drahtboden und Holzeinlage als Lagerstätte gehalten. 
3 Grundfutter erhielten die Tiere Hafer, Roggenkleie und Wasser. 
; wurden wieder drei Gruppen zu je drei Tieren gebildet. Jede Gruppe 
elt eine der drei Honigsorten in einer Tagesmenge von 3g pro Tag 
d Tier als Zulage. Sechs Tiere dienten als Kontrolle, sie erhielten 
wm keine Honigzulage. Die Aufnahme des Honigs erfolgte nicht 
willig, deshalb wurde der Auslandshonig, der an sich schon dünn- 
issig war, mit Wasser verdünnt den Tieren durch einen Schlauch 
ittels einer Rekordspritze in den Mund eingespritzt. Die beiden 
ıderen Honigsorten wurden mit Hilfe eines Glasstabes den Tieren 
den Mund gebracht; nach einigen Tagen leckten sie denselben dann 
ine weiteres und gern auf, ebenso gewöhnten sich auch die anderen 
ere rasch an die künstliche Fütterung. Bei der Fütterung wurden 
e Tiere in Rückenlage in ein kleines, durch zwei rechtwincklig an- 
nander genagelte Brettchen gebildetes Gestell gebracht und mit 
T Hand festgehalten. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle IV zusammengestellt. Bei 
len Tieren trat sofort nach Beginn der Versuchsfütterung ein starker 
«wichtsrückgang ein, gleichzeitig sank die Körpertemperatur. Die 
iere begannen die Wände der Käfige zu belecken und die Holzeinlage 
ı benagen, verloren ihre Munterkeit und saßen meist ruhig mit ge- 
räubtem Haar in ihren Káfigen. Am zehnten Tage verendete Nr. 5 
Lindenhonig) und am elften Nr.1 (Auslandshonig). Die Sektion 
eider Tiere ergab ausgeprägten Skorbut, Blutungen in der Unterhaut, 
m die Kniegelenke und Ellenbogen, auch die meisten Rippen waren 
1ihren Knorpelansätzen verdickt und zeigten Blutungen. Die anderen 
ersuchstiere waren ebenfalls schon so hinfällig, daß eine das fehlende 
itamin zuführende Grünfütterung eingeleitet wurde, um sie zu erhalten. 

Von den Kontrolltieren, von denen nur zwei in die Tabelle ein- 
esetzt wurden, verendeten außer Nr. 10 noch Nr. 12 und 15 unter 
inwandfreien Skorbuterscheinungen, die denen der Honigtiere glichen. 
\r.11, 13 und 14 wurden durch rechtzeitige Grünfütterung erhalten. 
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Die überaus rasche Reaktion der Versuchstiere auf die Skorbutkos 
ließ es zur Sicherung der Versuchsergebnisse geboten erscheinen. nod 
einen kontrollierenden Versuch mit einer etwas anders zusammen 
gesetzten Grundkost auszuführen, die die Skorbutwirkung noch reng 
zur Darstellung bringen konnte. 

Hierzu wurden vier Meerschweinchen mit einem Grundfutt, 
bestehend aus Hafer, Kleie und täglich 5 cem Milch, die vorher 1 Stur 
auf 120% zur Zerstörung des antiskorbutischen Vitamins der Milch i 
Autoklaven erhitzt worden war, gefúttert. 

Zwei dieser Tiere erhielten täglich je 3g Wabenhonig. Di 

wurde gewählt, weil er noch am ehesten erfolgversprechend ersch#. 
Die beiden anderen Tiere erhielten täglich 3ccm Orangensaft, deses 
antiskorbutische Wirkung bekannt ist. 
Der Versuch währte 26 Tage, in denen alle vier Tiere gut ais 
und sich äußerlich gut hielten. Deutliche Gewichtsabnahmen traia 
erst vom 18. und 19. Versuchstage bei den Honigtieren ein, die dan: 
auch schlechter zu fressen begannen. Die Körpertemperatur bit 
bei dieser Fütterung unverändert auf 37,7 bis 38,30. Die Tiere Ienaga 
auch gelegentlich die Wände und den Holzbelag. Sie machten dar: 
einen kranken Eindruck, fraßen schlechter und zeigten Schmerzen z 
den Extremitäten. An diesen konnten dann auch Schwellungen, druci- 
empfindliche Stellen nachgewiesen werden. Es traten somit ad 
klinisch Skorbuterscheinungen zutage. Bei der Sektion dieser Try 
zeigten sie das Bild typischen Skorbuts unter den oben beschrieben 
Erscheinungen. Dabei ergab sich auch, daß die Zähne gelockert wart: 
und leicht ausgezogen werden konnten. Die mit Orangesaft gefüttertet. 
Tiere blieben hingegen während der ganzen Versuchsdauer gesund uni 
zeigten keinerlei Erscheinungen. 

Das Ergebnis dieser Versuche ist dahin zusammenzufassen, da 
die Zulage von 3g Honig pro Tag zu einer Skorbutkost nicht d1 
Ausbruch des Skorbuts zu verhindern vermag. Dies würde pro Kiiv- 
gramm Meerschweinchen etwa 6 bis 7,5 g pro Tag entsprechen. Daras: 
ist zu schließen, daß antiskorbutisches Vitamin in den untersuchten 
Honigsorten nicht enthalten war. 








Zusammenfassung. 

Aus den Fütterungsversuchen an wachsenden Ratten, T auben 
und Meerschweinchen mit drei verschiedenen Honigsorten ist Zi 
schließen, daß der Honig Vitamine (A-, B- und C-Stoff) in nachwei:- 
barer und praktisch wirksamer Menge nicht enthält. 








Zur Kenntnis der Vitamine. 


II. Mitteilung. 
Über die Bildung von Vitamin B durch obligate Darmbakterien. 


Von 


Arthur Scheunert und Martin Schieblich. 


ius dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 31. März 1923.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Für die Ernährung der Herbivoren sind vom Standpunkt der 
nodernen Ernährungslehre zwei Fragen von besonderer Bedeutung: 
.. Vermögen die Angehörigen der obligaten Darmflora Vitamine zu 
ilden? 2. Vermag unter Umständen eine Zerstörung von Vitaminen 
lurch bakterielle Vorgänge im Magen-Darmkanal erfolgen ? 

Zur ersten Frage ist darauf hinzuweisen, daß die bakteriellen 
Vorgänge bei der Verdauung dieser Tiere eine sehr wichtige Rolle 
spielen und regelmäßig erhebliche Bakterienmengen in den einzelnen 
Abschnitten des Magen-Darmkanals zugegen sind. Ganz besonders 
trifft dies für die Wiederkäuer zu, deren Vormägen vorzügliche Vege- 
tationsbedingungen für Bakterien bieten. Man findet in ihnen stets 
eine arten- und zahlreiche Flora, und es laufen umfangreiche Gärungs- 
und auch Fäulnisvorgänge in ihnen ab, bei denen beträchtliche Teile 
der zugeführten Nährstoffmengen Umwandlungen erleiden. Eine weit 
verbreitete Ansicht nimmt sogar an, daß bei solchen Vorgängen recht 
erhebliche Mengen von verdaulichem Bakterieneiweiß entstehen. 
Bisher konnte man sich ein einigermaßen zutreffendes Bild über die 
Masse der Bakteriensubstanz, die im Vormagen eines Wiederkäuers 
vorhanden ist, nicht machen. Wir haben deshalb versucht, mit Hilfe 
der von Strasburger angegebenen Methodik die Bakterien zu isolieren, 
und dabei in einigen Versuchen gefunden, daß man in einem Pansen- 
inhalt von etwa 7 bis 10 kg Gewicht etwa 50 g durchschnittliche Bak- 
terienmasse erwarten kann. Es wird hierüber bei anderer Gelegenheit 
genauer berichtet werden. Nehmen wir nun an, daß sich innerhalb 
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24 Stunden die Gesamtmasse des Panseninhaltes einmal ernever 
so würden also den distalen Abschnitten des Verdauungstraktus 5%; 
Bakterienmasse zugeführt werden. Diese Rechnung ist ganz Ge, 
schlägig und, wie wir betonen, auch unsicher, sie soll nur zeigen, dal 
immerhin Mengen von Bakteriensubstanz in Frage kommen, die fi 
die Vitaminfrage bedeutungsvoll sein können, wenn nämlich die 
Bakterien aus vitaminfreiem Material Vitamine aufzubauen vermóga 

Die zweite Frage ist nicht minder wichtig; wir wollen, obwohl wr 
in dieser Arbeit noch kein experimentelles Material dazu beizubring= 
beabsichtigen, auf sie hinweisen, da sie gewissermaßen die Umkehrung | 
der ersten Frage darstellt und da sie eine große Wichtigkeit für de 
Erklärung gewisser Krankheiten besitzen kann. Wir wurden auf + 
hingewiesen durch die Studien über die Entstehung von Ostitis fibros 
bei Pferden bei Dysbiose der Darmflora!) und gelegentlich ander 
Arbeiten über die Osteomalacie und Rachitis bei großen Haustiere, 
Wir sind mit der Bearbeitung beider Fragen beschäftigt. 


Zusammenhänge zwischen Darmbakterien und Vitaminbildung soi 
schon von verschiedenen Autoren vermutet worden. Bierry und Portier", 
injizierten Kulturen normaler Darmbakterien Tieren, die infolge vitaminfrer ' 
Ernährung erkrankt waren, beobachteten Besserung und nahmen a, 
daß die Darmbakterien die Rolle von Vitaminen spielen können. Paris, 
Russell und Wright?) ergánzten eine für das Wachstum junger Ratten un- 
zureichende Nahrung durch Typhusbazillenextrakt mit Erfolg. ` Tee 
und Randoin*) beobachteten, daß vitaminfrei ernährte Kaninchen, de 
ihren eigenen Kot fraßen, und Tauben bei Reisfütterung, die solchen Ka 
als Zulage erhielten, später erkrankten, als Kontrolltiere, die keinen Ka 
aufnahmen. Solche Versuche weisen höchstens darauf hin, daß Baktena 
Vitamine enthalten können, beweisen aber nicht, daß die Bakterien tët- 
sächlich Vitamine gebildet haben. In dieser Richtung bewegen sich Ve: 
suche von Damon und Wollmann®), die Bact. paratyphi B, Bact. ei, 
Bac. subt. und Bac. bulgaricus auf die Bildung von Vitamin B mit negativen 
Resultate untersuchten. Wollmann und Vagliano®) fanden dann bei spátera 
Versuchen an Ratten, daß Bac. bulgaricus und Amylomucor ? Vitamo 
A und B nicht zu bilden vermochten. 


Wir selbst?) fütterten an Tauben neben alleiniger Reisnahrun 
Kulturen verschiedener Bakterien, die aus den Fäzes gesunder um 
auch an Beriberi erkrankter Tauben gezüchtet worden waren. È 
waren dies Micrococe. sulfureus, Micrococe. candicans, Bact. acidi lactic. | 


1) A. Scheunert und Mitarbeiter, Zeitschr. f. Hyg. u. Inf. d. Haustiere ll. 
105; 23, 169; 24, 85. 

2) C. r. 166, 963. 

3) Journ. of biol. Chem. 34, 43, 1918. 

4) C. r. Lebedew 170, 478, 1920. 

5) C. r. soc. biol. 85, -801, 1921. 

€) Ebendaselbst 86, 832, 1922. 

7) Centralbl. Bakt., I. Orig., 88, 290, 1922. 
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3ac. plicatus, Bac. simplex, eine Mischkultur von Micrococc. candicans 
ind Bact. acidi lactici, sowie eine Mischkultur aller aus normalem 
Cau benkot züchtbarer Keime. Hierbei gewannen wir den Eindruck, 
lalB die Verfütterung von Micrococc. candicans, Bact. acidi lactici, 
Bac. plicatus und Bac. simplex das Eintreten der Erkrankung bei 
Tauben etwas hinauszuschieben vermochten. Die Kulturen des Micrococc. 
sulfureus und die Mischkulturen aus normalem Taubenkot besaßen 
diese Eigenschaft nicht. Diese Beobachtungen, die wir ausdrücklich 
als nicht beweisend und vorläufig bezeichnet haben, fanden eine ge- 
wisse Bestätigung durch die Arbeit von Weill, Arloing und Dufourt!), 
welche erkrankte Reistauben mit fünf verschiedenen, aus dem Kot 
dieser Tiere gezüchteten Bakterienarten fütterten und den Tod mit- 


unter bis zu 14 Tagen verzögert sahen. Eine Heilung wurde nicht 
beobachtet. 


Nicht unerwähnt dürfen die Arbeiten bleiben, die sich mit der Frage 
der Vitaminbildung durch Hefe aus vitaminfreiem Nährboden beschäftigen 
und an denen sich Harden und Zilva?), Eijkman, van Hoogenhuijze und 
Derks?) beteiligt haben. Nach den Arbeiten von Nelson, Fulmer und 
Cessna*) und Mc Donald und Margaret) kann wohl nicht bezweifelt werden, 
daß Hefe tatsächlich aus vitaminfreien Nährlösungen Vitamin B zu syn- 


thetisieren vermag. 

Wir versuchten, unsere oben zitierten vorläufigen Beobachtungen 
zu sichern, indem von einer rasch wachsenden Darmbakterienart 
größere Mengen gezüchtet und dann davon täglich eine größere Menge 
an erkrankte Reistauben verabreicht werden sollte. Als den geeig- 
netsten Bakterienstamm fanden wir auf Grund seiner Eigenschaft, 
dicke Häute auf flüssigen Nährböden zu bilden und sehr rasch zu 
wachsen, den Bacillus vulgatus (Flügge) Migula, der zu den obligaten 
Darmbewohnern der Herbivoren zählt. Es wurden zwei Versuche 
ausgeführt. 

Versuch 1. Als Nährboden verwandten wir eine Malzbouillon 
folgender Zusammensetzung: Liebigs Fleischextrakt 10 g, Protopton 
[Gambach*)1 12 g, Kochsalz 5g, Dekokt von gebrannter Gerste 50 g 
und Aqua destillata 1000. Zur Sicherung der Vitaminfreiheit wurde 
der Nährboden vor dem Beimpfen 11, Stunde bei 2 Atm. autoklaviert. 
Zu den Kulturen wurden 500 bis 600 ccm in Fernbachschen Kolben 
verwandt. Die Beimpfung erfolgte von einem auf der gleichen Bouillon 
im Reagenzglase gezüchteten Stamm, indem ein kleines Stückchen 


1) Œ. r. soc. biol. 87, 50, 1922. 

2) Diese Zeitschr. 15, 438, 1921. 

3) Journ. of biol. Chem. 50, 311, 1922. 

1) Ebendaselbst 46, 77, 1921. 

5) Ebendaselbst 54, 243, 1922. 

$) Protopton ist ein Hornhydrolysat, also sicher vitaminfrei. 
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der Haut dieser Vorkultur mit Platinöse übertragen wurde. Die Ku 
turen wurden bei 37% 3 bis 4 Tage gehalten, dann durch ein steria 
Sieb gegossen, in dem die Häute zurückblieben. Sie wurden in Petr. 

schalen überführt und darin ba 


yamm Ven 

og 4P getrocknet. Die Ausbeute be 
E 42° trug auf 1 Liter Nährlösung a 
A kënen | | ||| ee Trockenmasse 2,3g.  Insgesam 


ls gewonnen 


A a) Prüfung der autoklarıeia 
WEA 38” Malzbouillon auf Vitaminfreikai 
| | | Mën | | | 
KERE ERR 










37° Dazu benutzten wir eine hellgraw 
Haustaube Nr. 39 von 29851 
Gewicht und 41,5° Temperstu 
bei Versuchsbeginn. Die Tank 
erhielt außer geschliffenem, in 
-Trockensterilisator 8 Stunden si 
140° erhitzten Reis und Leitung 
wasser als Getränk pro Tag l0cca 
der autoklavierten Malzbouile 
Diese wurde mit Hilfe eines « 
7357 9MB BT 3 2252729319353739 einer Rekordspritze befestigten 
ge Schlauches dem Tjere in da 
Kropf eingespritzt. Der Verla 
der Gewichts- und Temperaturbewegung ergibt sich aus Abb. 1. De 
. nach nahm die Taube kontinuierlich an Gewicht ab und ebeno 
erfolgte Temperaturabfall in üblicher Weise. Sie verlor in 39 Tage 
133 g und verfiel am 39. Tage unter plótzlichem Temperaturstur in 
die bekannten Krämpfe. Durch Hefezugabe wurde das Tier geheilt. 
b) Hauptversuch mit Bac. vulgatus. Eine rotgraue Taube (Nr. 14 
erhielt zunächst die übliche Reiskost. Am 28. Versuchstage hst« 
sie ihr Gewicht von 272,5 g auf 192 g vermindert und die Temperatur 
war auf 38% gesunken. Da die Taube einen sehr schlechten En- 
druck machte, begannen wir, obwohl keine Krämpfe eingetreten 
waren, mit Zugabe von Bac. vulgatus am 28. Tage. Es sei nochmas 
erwähnt und betont, daß Baktersentrockenmasse verabreicht wurde 
Das Tier erhielt an den ersten beiden Tagen je 3 g, von da ab je 2% 
Bakterienmasse in Form von Pillen, die durch Anrúhren mit einigen 
Tropfen Wasser hergestellt worden waren. Die Pillen wurden nd ` 
Schnabel gestopft und regelmäßig sogleich abgeschluckt. Am 42. Tag, 
dem letzten Tage mit Vulgatusfütterung, erhielt das Tier nur Lit 
Wie Abb. 2 ergibt, trat auf die Vulgatusgabe sofort ein steiler Anstieg 
von Gewicht und Temperatur ein. Die Temperatur hielt sich währen 


Abb. 1. 
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>r Wulgatusfütterung zwischen 40 bis 41°, also fast auf normaler 
She. Das Gewicht hob sich etwa um 40g. Mit dem 43. Tage fiel 
le, Vulgatuszulage weg und sofort sanken auch Gewicht und Tempe- 
tur wieder ab, der Versuch wurde darauf abgebrochen. 





16073 57 9 113 1617190128 25272037 3335 3739 170% 


lage 
Abb. 2. 

Von grofem Einfluf war die Vulgatusgabe auf das Verhalten 
des Tieres. Während es am 28. Tage traurig und hinfällig am Boden 
saß, war es bereits am 29. Tage, also nach der ersten Vulgatusgabe, 
viel munterer und benutzte die Stange häufiger zum Sitzen. In den 
folgenden Tagen besserte sich der Zustand immer mehr, so daß das Tier 
am 38. Tage einen genau so munteren Eindruck wie zu Beginn des 
Versuches machte. 

Wir schließen hieraus, daß die Besserung des Zustandes des Tieres 
auf den Vitamingehalt des Bac. vulgatus zurückgeführt werden muß. 
Der Versuch spricht also dafür, daß der Bac. vulgatus Vitamin B bei 
seinem Wachstum auf der autoklavierten, vitaminfreien Malzbouillon 
gebildet hat. 

Bei kritischer Betrachtung wird man aber gegen die Beweiskraft 
dieses Versuches noch Einwände machen können. Zunächst ist die 
Vitaminfreiheit des Nährbodens deshalb nicht ganz einwandfrei dar- 
getan, weil immerhin 39 Tage bei dem Nährbodenfütterungsversuch 
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vergingen, bis die Taube die typischen Erscheinungen zeigte. Mu 
könnte annehmen, daß bei Verabreichung größerer Náhrbodenmenga, 
als sie in den 10ccm Lösung vorhanden waren, doch vielleirk 
eine weitere Verzögerung des Temperaturabsturzes und der Erkrankırz 
hätten eintreten können, daß also Vitaminspuren im Nährboden trou 
Autoklavieren möglich gewesen wären. In diesem Falle hätte ab 
der Bac. vulgatus diese Spuren sammeln und in seiner Masse ablagem 
bzw. anreichern können. Weiter ist zu bedenken, dal Eijkman wi 
seine Mitarbeiter (l. c.) gefunden haben, daß Hefe aus beim Zerstöre 
des Vitamins entstehenden Bruchstücken oder Bausteinen, die a 
autoklavierten Nährlösungen enthalten sind, Vitamin B wieder zn 
synthetisieren vermag. Endlich erscheint auch der Fütterungsversd 
mit Vulgatusmasse noch etwas kurz, da man häufig vorübergehend 
Besserungen bei ähnlichen Vitaminfütterungsversuchen beobachtet ha 
Es wurde deshalb ein weiterer Versuch unternommen. 

Versuch 2. Da der Malzextrakt Spuren von Vitamin hätte enthalten 
können, ließen wir diesen weg und verwandten als Nährboden de 
gewöhnliche Nährbouillon (Liebig 10g; Protopton 10g; NaCl 32. 
1000 Aqua dest) Diese wurd 
stets 11, Stunden vor der B- 
impfung bei 2 Atm. autoklavier. 
Die Zucht des Bac. vulgatus geschah 
wie vorher geschildert. Die Au 
beute betrug nur 1 g pro Liter Nähr- 
bouillon (Fehlen des Malzdekokts!\ 
Gezüchtet wurden etwa 50 g Trocken- 
masse. Es wurden folgende Tier- 
versuche ausgeführt. 

a) Prüfung des nicht autoklarıerien 
Nährbodens auf Vitamingehalt. Um 
die Vitaminfreiheit des Nährbodens 
zu sichern, wollten wir uns auc 
über den eventuellen Vitamingehat 
des nicht autoklavierten Nährboden: 
unterrichten. Um größere Menge 
davon geben zu können, wurde de 
fertige, nicht autoklavierte Aar 
"erer TEE ED bouillon im Vakuum bei 42 zum 
ARE Sirup eingedickt. Von diesem Sirup 

wurde einer Reistaube NN pro Tag 
l g gegeben.® Das Beibringen dieses Sirups war sehr schwierig, d 
die Tiere versuchten, denselben zu erbrechen. Es gelang, die Au 
nahme nur durch ständige Überwachung zu sichern. Hierzu beobachtele 





Abb. 3, 
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e Person die Taube nach der Pillengabe so lange, bis die Gefahr 
noben war. Dies war etwa nach 3 Stunden der Fall. Häufig 
sten bei dieser Fütterung nach 3 bis 4 Stunden dünnflüssige Kot- 
tleerungen ein. 

Der Verlauf des Versuches an der weißbraunen Taube NN geht 
ıs Abb.3 hervor. Das Tier zeigte ganz das übliche Verhalten. Die 
ewichtsabnahme erfolgte sehr rasch, am 32. Tage traten unter starkem `: 
amperatursturz die typischen Krämpfe ein. Der Beweis für die Vitamin- 
eiheit des nicht autoklavierten Nährbodens erscheint durch diesen Versuch 
bracht. 

Es wurde versucht, durch Vulgatuszugabe die Krämpfe bei diesem 
Aere zu heilen, obwohl sein Zustand bei 35% Temperatur äußerst be- 
enklich war. In der Tat gelang es, durch 3 g Vulgatusmasse die Krämpfe 
um Verschwinden zu bringen und die Temperatur nach 4 Stunden 
uf 38,20 zu steigern. Infolge Erbrechens und Fremdkörperpneumonie 
ing das Tier aber kurz darauf ein. Diese letzten Stunden des Ver- 
uches sind in der Kurve nicht berücksichtigt. 

b) Prüfung des autoklavierten Nährbodens auf Vitaminfreiheit. 
Der ebenso wie unter a) geschilderte eingedickte Nährboden wurde 
»iner schwarzen Taube AN in 
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c) Hauptversuch mit Bac. Abb. 4. 


vulgatus. Eine schwarze 

Taube H wurde auf Reisdiät gesetzt und zeigt nach Abb. 5 bezüglich 
Temperatur und Gewicht das bekannte Verhalten. Am 32. Tage hatte 
dieselbe ihr Gewicht von ursprünglich 293 g auf 203 g vermindert und 
die Temperatur betrug nur noch 37,8%, Die Taube machte den bekannten 
kranken Eindruck, ihre Beine zeigten beginnende Lähmung, so daß sich 
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das Tier nur noch sehr mühsam fortbewegen konnte. In diesem Zu 
stande schalteten wir zunächst die Zufütterung der vorher durch ein 
Filterkerze geschickten, dann bei 42° im Vakuum eingedickten Nähr 
lösung ein, auf der der Bac. vulgatus gezüchtet worden war. Wir hielta 
es für möglich, daß sich unter den in Lösung gegangenen Stoffwechxl 
produkten des Bac. vulgatus auch Vitamine befinden könnten. Dies 
Zugabe von je 1 g erfolgte am 32., 33. und 34. Tage. 2 Stunden nad 
der letzten Gabe am 34. Versuchstage traten die typischen Kräu 
ein, woraus geschlossen werden konnte, daß das eingedickte Material La 
Vitamin B enthalten hatte. Wir begannen nun sofort mit der Vulga= 
fütterung und gaben am 34. Tage 12 Uhr mittags 3g. Die Kränk 
verschlimmerten sich zunächst und es trat eine völlige Lähmung iz 
Beine ein. Die Temperatur sank bis auf 36,4% Nach 5 Stunden tr: 
Besserung ein, nach 8 Stunden waren die Krämpfe verschwund::. 
die Taube putzte sich und konnte sich, wenn auch unsicher, auf dz 
Beinen bewegen. Die Temperatur betrug nach 8 Stunden 37°. Ar 
folgenden Morgen, dem 35. Tage, wurde die Taube auf der Stanz 
sitzend angetroffen. Während sich das Gewicht noch weiter vermind:t 
hatte, war die Temperatur auf 37,8% gestiegen. Die Nahrungsaufnahr 
kam in Gang. Es konnte danach die heilende Wirkung der Vulgatı: 
gabe gefolgert werden, und es wurde versucht, die Taube durch weiter: 
Gaben gesund zu erhalten. Wie aus der Abb. 5 ersichtlich, genügte 
0,5, 1 und 11 g Bakterienmasse nicht, weiteren Gewichtsverlust z 
verhindern. Der Vitamingehalt ist also wesentlich geringer als dt 
der Hefe. 2g genügten gerade, um ein Gleichgewicht zu erhalten. 
während 3 g schon eine Gewichtszunahme gestatteten. Es stellte ai 
dabei auch heraus, daß die erst vor kurzer Zeit bzw. soeben gewonnen 
Vulgatusmassen günstiger wirkten, also mehr Vitamin enthielten ais 
diejenigen, die länger aufbewahrt worden waren. Offenbar wird bir 
Aufbewahren auch in verschlossenem Gefäße mit der Zeit Vitam 
zerstört. Die Temperatur stieg, wie die Abb. 5 zeigt, sofort stark a 
und verhielt sich dann ähnlich wie das Gewicht. Bei 3g Vulgatus- 
zufuhr stieg sie langsam an und erreichte 40,7%, also beinahe normal: 
Höhe. Die Vulgatuszufuhr wurde über 30 Tage ausgedehnt, dann ` 
ging der Vorrat an Bakterienmasse zu Ende. Das Tier erlangte wábreni 
dieser langen Zeit seine ursprüngliche Munterkeit und das äußere Be- 
nehmen und Verhalten seiner Art wieder. Es bewegte sich wie ein 

normal gefüttertes Tier im Käfig, putzte sich häufig, saß oft auf der 
Stange und begann, beim Hineingreifen in den Käfig kräftig nach der 
Hand zu hacken und mit den Flügeln zu schlagen. Die Nahrungs- ` 
aufnahme und die verzehrten Reismengen waren beträchtlich. | 

Am 64. Versuchstage fiel die Vulgatuszugabe zum erstenmal weg. 
Hierauf trat sogleich eine Abnahme des Gewichts wie auch der 
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nperatur ein. Der äußere Eindruck war zunächst noch befriedigend. 
67. Tage traten die ersten sichtbaren Zeichen des Vitaminmangels 
‚indem das Tier aufgeplustert dasaß und zitterte. Der Versuch 
de damit abgebrochen und das Tier mit normalem Futter versehen. 
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Abb. 5. 
Die Versuche beweisen, daß der Bac. vulgatus imstande ist, aus 
aminfreien Nährlösungen Vitamin B zu bilden. Das Vitamin B ist 


seiner Körpersubstanz, nicht aber in seinen Stoffwechselprodukten 
thalten. 
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Der Zusammenhang 
zwischen Energieaufwand und Wachstumstrieb beim Lamm 
während seiner Entwicklung vom Säugling zum Wiederkäurr. 


Von 
W. Klein und Maria Steuber. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der landwirtschaftlichen Hochs:!ube 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 31. März 1923.) 


Uber die stofflichen Umsetzungen beim Wiederkáuersiuglins 
liegen mehrere Untersuchungsreihen vor, die ein klares Bild darút* 
ermöglichen. Weil bisher hierbei vorzüglich Wert auf stoffliche Un- 
lagerungen gelegt wurde, so ist besonders der N-Umsatz eingebe: 
untersucht. Wir wissen, daß die Säuglinge zuerst 90, dann langsar: 
abfallend über längere Zeit sich erstreckend 70%, des aufgenommenen 
Milcheiweißes ausnutzten. Dieses Eiweiß wird zum Aufbau von Blur. 
plastischem und paraplasmatischem Gewebe verwandt. Womit ate: 
der Organismus seinen Energiebedarf deckt, darüber ist nichts bekannt, 
und die Frage läßt sich nur durch Versuche lösen, die neben der Kohlen- 
sáureausscheidung auch die Sauerstoffaufnahme zulassen. Es war 
sicher von Bedeutung, zu wissen, welche Bestandteile der Milch zum 
Aufbau der Organe verwendet werden und welche dazu dienen. de 
Erhaltung der notwendigen Lebensfunktionen aufrecht zu erhalten 
Es ließe sich daraus schließen, welchen Weg die Natur eingeschlagen | 
hat, um auf die denkbar ökonomischste Weise den Organismus zu 
entwickeln. Über die Zusammensetzung der Milch aller Säugetiere 
liegen zahlreiche Untersuchungen vor. So kennen wir die Zusammen- 
setzung der Schafmilch und auch die Menge aus Untersuchungin. 
die Grimmer in seiner Chemie und Physiologie der Milch zusammen- 
gestellt hat. 

Diese Analysen zeigen die teleologisch anmutende Tatsache, dab 
in der Kolostrummilch des Schafes nach Analysen von Weiske und 
Kennepohl Y, Stunde nach der Geburt 25% Fett und 7 Stunden post 
partum 17,44%, enthalten sind, um nach 19 Stunden auf 8,50%, zu 
fallen; Gesamtprotein 1, Stunde post partum 25,2 %,, 7 Stunden 17,4". 
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hrend Milchzucker nur zu 1,54 %, nach 7 Stunden zu 3,53 % enthalten 

Die Zusammensetzung der späteren Milch ergibt, aus zahlreichen 
itersuchungen ermittelt: 7% Fett, 6%, Eiweiß und 5% Zucker als 
ırchschnittswert. 

Wir sehen also vor allem in der Kolostrummilch einen besonders 
hen Fett- und Eiweißgehalt. Während die stoffliche Zusammen- 
zung der Milch und die Eiweißumsetzung beim Säugling öfters 
tersucht sind, blieben die energetischen Fragen — abgesehen von 
n Rubnerschen Untersuchungen — unberücksichtigt!). Daher legten 
r bei unseren Versuchen den Hauptwert auf die energetischen Vor- 
nge, weil wir ja die teilweise bekannten stofflichen Umsetzungen 
eder finden mußten. Außerdem mußten uns die Versuche Aufschluß 
ben über die Verwendung der einzelnen Stoffe im Haushalt des 
'ganismus. 

Unsere Respirationsversuche stellten wir an einem Bocklamm, 
reuzung Merino-Ostfriese, 14 Tage nach der Geburt an. Der noch 
it geborene Zwilling wurde in der zweiten Nacht von der Mutter 
drückt. Die Mutter befand sich in einem mittelmäßigen bis schlechten 
nährungszustand. Das Futter war bis 14 Tage vor der Geburt sehr 
weißarm. Von da ab wurde ein eiweißreiches Kraftfutter zugefüttert. 

Die Respirationsversuche erstreckten sich über einen Zeitraum 
m 6 Wochen, die Dauer eines Versuches betrug regelmäßig 4 Stunden. 
sider konnten wir erst 14 Tage nach der Geburt mit den Versuchen 
'ginnen, da wir die Apparatur erst aus verschiedenen Teilen zusammen- 
tæn mußten. Wir bedienten uns des Pettenkofer- Tigerstedt- Prinzips 
it der Erweiterung, daß wir auch den Sauerstoff nach unserer ver- 
fentlichten Berechnung feststellten (1). 

Der Respirationskasten besteht aus einem Würfel von 352,8 Litern 
halt aus starkem Zinkblech. Zwei Stirnseiten bestehen aus Glas. 
ı der Decke des Kastens befindet sich eine runde Öffnung von 45 cm 
urchmesser. Der Rand dieses Ausschnittes ist mit einer Rinne von 
wa cm Tiefe und 2 cm Breite versehen, die mit einer Flüssigkeit 
füllt wird. Hierein paßt der Rand des zugehörigen Deckels, so daß 
e Öffnung luftdicht abgeschlossen ist. Unter dem Deckel ist ein 
leiner Motor mit zwei Flügeln als Ventilator angebracht. Ein weit- 
laschiges Drahtnetz umgibt diesen Ventilator, so daß beide, das Tier 
nd der Ventilator, geschützt sind. Um eine gute Durchmischung 
er Kastenluft sicherzustellen, wurden die Seitenwände des Draht- 
itters teilweise herausgeschnitten. An dem Kasten befinden sich 





1) Auch die zahlreichen Gaswechseluntersuchungen, welche Benedikt 
nd Talbot jahrelang an menschlichen Säuglingen angestellt haben, können 
lese Frage nicht lösen, weil sie immer nur den Grundumsatz bestimmt 
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in der unteren Ecke der einen Seite und in der entgegengesetzten Se 
an der oberen Ecke je ein durchbohrter Stutzen, ebenso in der Mu 
einer Wandseite. Der Ansatzstutzen an der oberen Ecke der einen Se 
wurde mit einem T-Stück verbunden. Das eine Ende dieses T-Stúci 
stand in Verbindung mit dem Sammelrohr für die kontinuierlic 
Teilprobe, das andere Ende führte in ein weiteres Glasrohr. Die 
Glasrohr hatte zwei Ansatzstutzen. In der Röhre unter dem zwei 
Ansatzstutzen befand sich noch ein Stutzen, der unten. wie ein Reage 
glas zugeschmolzen war. Die zuerst genannten beiden Stutzen dienų 
zur Aufnahme des trockenen und feuchten Thermometers. Der na 
unten angeschmolzene Stutzen war mit Wasser gefüllt, in das der d 
Küvette des Thermometers umhüllende Mull eintauchte. Das Re 
ist mit einer Elsterschen Präzisionsgasuhr verbunden, durch wed 
mit Hilfe eines kleinen Exhaustors die Kastenluft herausgesaugt wr: 
Zwischen den Exhaustor und die Gasuhr ist ein Hornhahn mit ein 
ziemlich weiten Durchbohrung eingeschaltet, so daB man die pro Min: 
durchzusaugende Luft leicht regulieren kann. Der Ansatzstutzo 
der sich an der unteren Ecke der entgegengesetzten Seite befini 
steht mit der Außenluft in Verbindung. Der Stutzen in der Miu 
der Vorderseite dient zur Entnahme des Anfangs- und Endgase> i! 
Kasten. Auf die Einzelheiten und den Verlauf des Versuches. (x 
analysen usw. verweisen wir auf die l. c. Abhandlung. Ebenso ist dy 
Berechnung eines Versuches an dieser Stelle ausführlich angegtkı. 
so daß wir hier nur die Ergebnisse der Versuche anzuführen braucht, 
die in nachfolgender Tabelle zusammengestellt sind. 

Die Temperaturen, bei denen dieVersuche angestellt wurden, schwankta 
zwischen 16,5 und 19,5°. | 

Bei den drei letzten Versuchen sind die Kalorien aus dem Respirations 
quotienten = 0,80 berechnet worden. Durch das Auftreten der Gare 
die zum großen Teil aus CO, bestehen, ist der Respirationsquotient erhöbk 
Aus Kanülenversuchen am Rind (Klein) geht hervor, daß beim Wiederkäus 
während der Verdauung nach Abklingen der stürmischen Gasentwicklung 
(4 bis 5 Stunden p. c.) der Respirationsquotient im Mittel 0,80 betèg 
Auch unsere Versuche, bei denen die Gárgase nur in Spuren auftre: 
(27. Februar, l. und 6. März), ergeben den Respirationsquotienten (3 
Die drei letzten Kalorienberechnungen stellen deshalb nur einen A8: 
näherungswert dar, der aber nur um wenige Kalorien zu hoch oder niearig 
sein kann. 

Wir haben unsere Versuche, wie üblich, auf 24 Stunden u 
gerechnet. Wenn wir auch der Meinung sind, daß kurzdauernde et 
suche nicht den wirklichen Energieaufwand eines Tages anzeigen. : 
sind wir bei unseren vierstündigen Versuchen dazu berechtigt, vg 
wir die Versuche jedesmal nach Milch- bzw. Futteraufnahme anstelle. 
Brachten wir das Tier während der Säugeperiode wieder zu der Mutter, 
zurück, so fing es sofort an zu trinken. Hätten wir das Tier sofo 
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unseren Versuchsresultaten zurück. Um bessere Vergleichsmöglich 
keiten zu schaffen und um zu sehen, wie hoch die Sauerstoffaufnahme 
und der Kalorienaufwand sich stellten, rechneten wir die Ergebnis 
auf l qm Oberfläche um. 

Wir teilen unsere Versuche in zwei Teile ein: 1. die reine Sáugeperic 
und 2. die Periode der festen Futteraufnahme, während der das Ta 
in den ersten 10 Tagen noch an der Mutter trank. 

l. Säugeperiode: Wie die Respirationsversuche zeigen, verbrauch» 
das Tier in den ersten beiden Versuchen 357 bzw. 362 Liter Sauerst 
An den folgenden Tagen nahm dieser Wert stetig ab und erreichte mí 
312 Litern seinen niedrigsten Stand. Bei den Kalorien zeigte sich ie 
gleiche Bild. Der höchste Wert ergab sich mit 1721 Cal pro qm, währe 
der niedrigste nur 1481 betrug. Während das Tier in dieser Zeit zem 
Gewicht von 6.25 kg auf 8,2kg erhöhte, war die Milchbildung de 
Mutterschafes gleich geblieben, sie hatte der erhöhten Anforderung nicht 
Schritt halten können. Daher erklärt sich das Absinken der Sauerstsf- 
aufnahme und der Kalorienproduktion pro Quadratmeter Oberfla:t* 
(während sie absolut gleich blieben), die ja beide in engem Zusammer- 
hange stehen. Betrachtet man während der Säugeperiode den Resp | 
rationsquotienten, so ergibt sich regelmäßig die Zahl 0,75, also ein Wen 
den man sonst nur bei Nüchternversuchen [Kinderversuche]?*) oder bk 
hauptsächlichster Fettnahrung erhält. Aus diesem Respiration: 
quotienten schließt man, daß der Körper zur Bestreitung der n- 
wendigen Lebensfunktionen neben dem Zerfall des Eiweißminimur: 
Fett oxydiert. Ebenso müssen wir bei unserem Lamm, das aber oan" 
im Gegensatze auf der Höhe der Verdauung stand, annehmen, dab © 
neben etwas Eiweiß ausschließlich das Milchfett zur Bestreitung seins 
Erhaltungsumsatzes und als Kraftquele zum Aufbau von Organ: 
benutzte. Den Überschuß über den Grundumsatz, der beim Mensch? 
nach Rubner 1000 Cal beträgt, oder wenn wir Kroghs Standardumss': 
mit 1200 Cal pro lqm annehmen, müssen wir als Transformations- 
und Assimilationsarbeit bezeichnen. Ob diese für den Menschen gelte- | 
den Werte auch auf den Wiederkäuersäugling ohne weiteres anwendbar 
sind, erscheint etwas zweifelhaft. Bei der schnellen Entwickl- 
unserer Haustiere müssen wir auch wahrscheinlich mit einer größer 
Stoffwechselintensität rechnen, so daß der ,Standardumsatz” hob"? 
würde. Die Temperatur betrug bei dem Lamm 39,6°, die Pulszahl 1% 
pro Minute. Beim menschlichen Säugling liegen diese Werte wesentlich 
niedriger. Die gefundenen Kalorien von 1700 pro 1qm Oberfläch: 
würden dann den Produktionsumsatz eines gesunden, sich nach sein 
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ssenzugehórigkeit gut entwickelnden Lammes darstellen. Nehmen 
r die absolute Kalorienzahl in der Säugeperiode, die im Mittel etwa 
)Cal beträgt, und addieren wir dann die 34%, die Rubner (3) als 
nergetischen Nutzungsquotienten“ in der ersten Verdoppelungs- 
riode gefunden hat, so muß das Tier mit der Milch etwa 940 Cal 
fzenommen haben. Legen wir die oben errechneten Durchschnitts- 
hlen der Schafmilch mit 5,15% Eiweiß, 5,25%, Zucker und 7,18% 
tt zugrunde, so würde eine Milchmenge von 840 ccm nötig sein, 
n diese Kalorienmenge zu decken. In der Literatur wird angegeben, 
B nicht auf Milchleistung gezüchtete Schafe 800 bis 1000 cem Milch 
fern. Nachdem wir wissen, daß neben Eiweiß hauptsächlich das 
tt zu dem energetischen Kraftwechsel herangezogen wird, bleibt 
e Frage offen, was im Säuglingsorganismus mit dem Milchzucker 
schieht. Aus unserem Respirationsquotienten geht hervor, daß er 
tweder gar nicht oder nur in geringen Mengen zur Verbrennung 
langt. Ebenso geht daraus hervor, daß keine nennenswerte Fett- 
idung aus Kohlehydraten stattgefunden hat; denn beide Vorgänge, 
e Oxydation sowohl wie die Fettbildung aus Kohlehydraten, müßten 
mm Respirationsquotienten erhöhen. Die Frage, wie im Organismus 
tr Milchzucker verwandt wird, läßt sich nur durch eine erweiterte, 
ber die üblichen Stoffwechseluntersuchungen hinausgehende Methodik 
sen. 

2. Die Periode der festen Futteraufnahme, wobei das Lamm nur 
ie ersten 10 Tage von der Mutter noch Milch erhielt. Nach dieser 
eit versiegte die Milchquelle beinahe vollständig. 

Der Zeitpunkt, in dem die Mutter durch die Milchbildung nicht 
hr den Anforderungen des Säuglings entsprechen kann, muß als 
er kritischste Moment in der Entwicklung des Tieres bezeichnet 
erden. Die Kunst des Züchters besteht nun darin, die jungen Tiere 
ber diesen Punkt schadlos und glatt hinweg zu bringen. Es muß 
ie Leistungsfähigkeit des Säuglings voll erhalten bleiben. Dieses ` 
'ostulat muß sich durch energetische Versuche nachweisen lassen. 
Venn wir die Werte der ersten und zweiten Periode miteinander ver- 
leichen, so zeigen die letzten Tage der Säugeperiode ein starkes Ab- 
inken der Sauerstoffaufnahme und der Kalorienproduktion pro 1 qm 
)berfläche, nämlich von 362 Litern auf 312 Liter, und von 1721 Cal 
uf 1481. Dieser Moment, als das Lamm von der Mutter nicht mehr 
enug Nahrung erhielt, gab den Impuls zur Nahrungsaufnahme. Die 
Verte für die Sauerstoffaufnahme und Kalorienproduktion steigen 
vieder langsam an, um dann nach etwa 10 Tagen auf eine konstante 
Höhe zu gelangen. 

Der Respirationsquotient stieg durch die Futteraufnahme langsam 
in. Mit dem schnellen Nachlassen der Milch erreichte er Werte, die 
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dem Wiederkáuer entsprechen. Auch die Gárgase, die bei den erste 
Freßversuchen nur in Spuren auftraten, stiegen von Versuch zu Verse 
höher an. Aus der Gewichtszunahme in den beiden Perioden ge 
hervor, daß das Tier in der Säugeperiode etwa 130 g pro Tag angesu 
hat, während es in der Freßperiode etwa 100 g pro Tag zunimmt. E 
ist uns also gelungen, das Tierchen beinahe auf der Höhe seiner Leistung 
fähigkeit zu erhalten. Dieses drückt sich auch aus in der Sauertd 
aufnahme und in der Kalorienproduktion pro l qm Oberfläche. I 
Leistung setzt sich aus zwei Größen zusammen, aus Anwuchs ul 
Wachstum. Der zweite Summand konnte leider wegen der Schwie 
keit der Messungen nicht fortlaufend und zahlenmäßig bestimm 
werden. (In der Praxis ist häufig während dieser Übergangszeit a 
Gewichtsstillstand, eventuell Abnahme zu beobachten.) 

Aus diesen Versuchen und ebenso aus Versuchen, die [Klein A 
schon an zwei älteren Lämmern angestellt sind, geht hervor, daß war 
scheinlich die Sauerstoffaufnahme und damit auch die Kalorie 
produktion pro l qm Oberfläche ebenso begrenzt nach oben ist eg 
nach unten. Der Wert nach oben schwankt für die einzelnen Ju 
arten in engen Grenzen, hängt aber unmittelbar mit Anwuchsleistu 
zusammen, d. h. bei gleicher Leistung ist auch der Kraftaufwanc a 
gleicher. Weitere Versuche werden ergeben, daß die Bestimmun 
der maximalen Sauerstoffaufnahme pro lqm Oberfläche sich ¿1 
biologischen Leistungsprüfung einzelner Rassen in verschiedenen Hi 
wicklungsstadien benutzen läßt. Umgekehrt läßt sich auch eine Fuzz 
mischung an einem gesunden Tiere auf ihre biologische Weu 
prüfen. Leistungen sind immer mit Energieaufwand verbunden. l 
der Literatur begegnet man öfter der Vorstellung, daß ein stärk: 
Anwuchs durch sogenannte Stoffwechselverlangsamung zu erzielen var 
Aus unseren Versuchen geht hervor, daß der Organismus in der Jo 
größter Entwicklung auch gewaltige Anforderungen an die En: 
quelle stellt. Höchste Leistung bedingt höchsten Sauerstoffverbraut 
[Rubner1)]. Auch für den menschlichen Säugling dürfen wir schliek®. 
daß seine Leistung ebenfalls unter den gleichen Gesichtspunkten " 
bewerten ist. Es geht daraus hervor, daß Grundumsatzversuche weileri 
unfruchtbar bleiben müssen, weil sie über den wirklichen Energieaufws 
und über die Leistungen eines sich gut entwickelnden Säuglings nich 
aussagen können. 


1) Dieser Satz gilt mit der Einschränkung, daß der Grundumsl 
durch pathologische Ursachen nicht bereits über die Norm gesteigert "7 
Aus Rubnerschen Versuchen ist bekannt, daß der Grundumsatz t 
atrophischen Säuglings auf 1180 Cal pro 1 qm gegenüber dem des normal“ 
Säuglings (1080 Cal) erhöht ist. Auch pathologische Fettbildung (m? bet 
Adipositas, Myxödem) scheiden aus dem Kreise dieser Betrachtungen è" 
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Zusammenfassung. 

Betrachten wir die Versuchsresultate während der Säugeperiode, 
fállt der konstante Sauerstoffverbrauch auf. Er beträgt im Mittel 
0 Liter (daraus läßt sich eine gleichmäßige Milchproduktion ab- 
ten). Pro Quadratmeter Oberfläche hingegen sinkt der Sauerstoff- 
rbrauch erheblich ab, weil das Tier an Gewicht zugenommen hat. 
>rgleichen wir die erste Periode mit der zweiten, so ist der Energie- 
fwand in der Säugeperiode pro Quadratmeter Oberfläche am höchsten. 
benso verhält es sich mit der Entwicklung. In der Periode der festen 
atteraufnahme stellt sich der Sauerstoffverbrauch bei voller Sättigung 
1d Ruhe auf eine Höhe ein, die wenig unter dem der Säugeperiode liegt. 
er Zuwachs hat sich auch etwas verringert. Vor allem ist bemerkens- 
ert, daß der Produktionsumsatz weitgehend unabhängig ist von der 
rt und Beschaffenheit der Nahrung unter der Voraussetzung, daß 
as Nährstoffverhältnis annähernd eingehalten wird. Die Gleich- 
äßigkeit der Sauerstoffaufnahme, die vorher schon bei zwei älteren 
ämmern 6 Monate hindurch gefunden wurde, läßt den Schluß zu, 
aß die verschiedenen Tierarten einen konstanten Leistungsumsatz 
esitzen, der in direkter Beziehung zur maximalen Sauerstoffaufnahme 
es Körpers während der Verdauung (oder anders ausgedrückt: bei 
'oller Belastung) steht. Die Leistung (Anwuchsgröße, Gewebsbildung) 
eht proportional dieser Sauerstoffaufnahme, so daß sich hieraus eine 
nologische Leistungsprüfung ableiten läßt. 


Literatur. 
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Ein Kataphorese-Apparat für kleine Substanzmengen. 
Von £ 
A. v. Szent-Györgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universität Groningen. 
(Eingegangen am 7. April 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Laufe früherer Kataphoreseversuche, in denen die Ladun:z= 
gegensátze von Antigen- und Immunkörpern bei der Agglutination fes- 
gestellt wurden!), hatte Verfasser vielfach Gelegenheit, über den all 
gemein gebrauchten Landsteiner- Pauli-Michaelisschen Kataphor«- 
apparat Erfahrungen zu sammeln. 

Das Auffúllen dieses Apparates erfordert etwa 12 ccm der z 
untersuchenden Lösung. Diese darf nicht sehr verdünnt sein, da d- 
überführte Substanzmenge durch den Inhalt der Seitenteile — en 
8ccm — noch weitgehend verdünnt wird. | 

Die im physiologischen Laboratorium zu Groningen wieder at 
genommenen Kataphoreseversuche machten die Konstruktion eins 
Mikroüberführungsapparates nötig, der das Arbeiten mit weit z- 
ringeren, etwa 50- bis 100m: 
kleineren Substanzmengen + 
stattete. Zur Erreichung dies" 
Dimension mußte ein doppelt! 
Weg verfolgt werden. Erster: 
wurde die Ausgangssubstanz a: 
ein etwa sechs- bis achtmal gè- 
ringeres Volum reduziert, zwei- 
tens wurde der Apparat so ab- 
geändert, daß in diesem di 
überführte Substanz etwa 20mil 

Abb. 1. minder, also bloß etwa auf 0,4ccr: 
verdünnt wird. Diese Modifikation gestattete dann die Anwendung 
entsprechend .verdünnterer Lösungen. 

Mit der freundlichen Hilfe der Firma A. Dargatz zu Hamburg 
ist es gelungen, einen den Anforderungen entsprechenden Apparst 








1) Diese Zeitschr. 113, 36, 1921. 
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Abbildung) zu konstruieren. Bei diesem wird die zu untersuchende 
issigkeit in ein kurzes, 5mm weites, V-fórmig gebogenes Mittel- 
r M gegossen und dann unter Einwirkung des elektrischen 
'omes in den Hohlraum des einen, beiderseits liegenden kräftigen 
hne' A überführt. Durch Drehen der Hähne kann dann ihr Inhalt 
ch ein Seitenröhrchen unverdünnt zur weiteren Untersuchung 
nommen werden. 

Bei dem Arbeiten mit so kleinen Substanzmengen mußte natürlich 
für Sorge getragen werden, daß jede mechanische Flüssigkeits- 
wegung ausgeschlossen wird. Um eine derartige Störung aus- 
schalten, wurden an Stelle der Gummiverbindungen des Makro- 
parates genau gearbeitete Schleifstücke genommen, die durch Stahl- 
lern gesichert werden. Weiterhin wurden die die Elektroden tragenden 
itenröhren länger genommen, um ein Hineinwandern des Inhaltes 
r Elektrodengefäße mit Sicherheit auszuschließen. Um dann endlich 
le Blasenbildung an den Elektroden auszuschalten, wurden die 
ektroden in Form von auswechselbaren runden Scheibchen von 
Iber (Anode) und Kupfer (Kathode) angewandt, die parallel zum 
adstúck der Seitenröhre gelagert wurden, wodurch die Ausnutzung 
rer ganzen Oberfläche ermöglicht ist. Die trotz der großen Elektroden- 
jerfläche etwa bei sehr stark leitenden Lösungen auftretende Blasen- 
twicklung wird in den weiten Elektrodengefäßen kaum eine weitere 
echanische Flüssigkeitsbewegung verursachen. 

Um die Handhabung des Apparates noch weiter zu erleichtern, 
t derselbe so konstruiert, daß er vom Trichter A aus einfach mit 
lüssigkeit ganz vollgegossen werden kann. 

Weiterhin wurde zum Apparat ein handliches Stativ konstruiert, 
as das Arbeiten mit demselben noch weiterhin erleichterte und. die 
ebensdauer des Apparates erhöht. 

Außer den benötigten kleinen Flüssigkeitsmengen und der Ge- 
auigkeit hat der Apparat noch den Vorteil des raschen Arbeitens. 
ıachdem der Hahn und das Mittelgefäß dasselbe Lumen haben, ge- 
‘hieht die elektrische Verschiebung sozusagen linear und kommt mit 
rer ganzen Geschwindigkeit zur Geltung. Die Verschiebung der zu 
berführenden Substanz geschieht also rasch und mit scharfer Ober- 
äche. Dies ermöglicht auch eine abgekürzte Versuchszeit und macht 
en Apparat auch für Demonstrationszwecke sehr geeignet. Um hierfür 
as Innere der Hähne sichtbar zu machen, wurden die Hinterfláchen 
er Hähne glatt geschliffen und ihr Hohlraum mit Pyridin aufgefüllt 
um die Brechungsunterschiede auszuschalten). Zur Demonstration 
st ein Stromdurchgang von etwa 15 Minuten vollkommen genügend, 
alls kein stark leitendes Lösungsmittel verwendet wird. In dieser 
Leit sind die Hähne bereits etwa zur Hälfte mit der überführten Sub- 
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stanz gefüllt. Der Apparat kann also bei Anwendung gefärbter Su 
stanzen auch zum Kollegversuch dienen. 
Die Handhabung des Apparates gestaltet sich folgendermaßen: 


Zuerst werden die Seitenrohre mit ihrem Verbindungsrohr in eine 
Stück abgenommen. Dann werden die beiden großen Hähne geöffnet u 
der mittlere V-Teil mit der zu untersuchenden Lösung gefüllt, — die Hax 
dann in die Richtung der Seitenröhrchen gedreht. -Der Inhalt der Ház 
fließt nun durch das Seitenröhrchen heraus. Der Hahn wird hiernach dun 
das Seitenröhrchen und der diesem gegenüberliegenden Öffnung grind): 
ausgespúlt, — dann mit Hilfe einer Kapillarpipette mit dem reinen lösung 
mittel blasenfrei aufgefüllt, und so gefüllt in die geschlossene Steihı 
gebracht. Dann werden die Seitenrohre aufgesetzt und durch A mit d 
entsprechenden Flüssigkeit vollgegossen. Auf die Elektrodenplättec: 
wird nun etwas kristallinisches KCI (Anode, Silber) und CuCl, (Katn= 
Kupfer) geschichtet (Michaelis), die Leitungsdráhte angesetzt, der Hahn A 
Verbindungsrohres geschlossen, die beiden Haupthähne vorsichtig geöffe 
dann der elektrische Strom geschlossen. Nach beendigtem Versuch weris 
die Hähne vorsichtig mit ihren Seitenröhrchen verbunden, und ihr dur 
diese herausfließender Inhalt aufgefangen. 

Der Apparat wird für den Handel durch A. Dargatz (Hambur | 
Pferdemarkt 66) angefertigt. 


Zusammenfassung. 

Es wird ein Mikrokataphorese-Apparat beschrieben, der sich ı 
seiner Konstruktion an den Landsteiner- Pauli-Michaelisschen Appar 
lehnt. Der Apparat ist durch die rasche, scharfe und gut sichtbar 
elektrische Verschiebung auch für Demonstrationszwecke geeignet. 





Über Volutin und Nucleinsäure in verschiedenen Heften. 


Von 


M. Glaubitz. 
(Aus dem Institut fúr Gárungsgewerbe in Berlin.) 
(Eingegangen am 8. April 1923.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Unsere Kenntnis der Hefenzelle sowohl in biologischer als auch 
chemischer Beziehung hat im Laufe der letzten Jahrzehnte zwar 
hebliche Fortschritte gemacht, aber von der restlosen Erforschung 
eses wichtigen Pilzes sind wir noch weit entfernt. Je weiter wir in 
n Mechanismus der Zelle eindringen wollen, um so mehr neue Fragen 
ellen sich uns entgegen, deren richtige Beantwortung und Klärung 
wohl vom wissenschaftlichen als auch vom Standpunkte des Praktikers 
m großer Bedeutung ist. So bekannt uns das mikroskopische Bild 
x Hefenzelle auch sein mag, so wissen wir trotzdem auch heute noch 
cht alle ihre für das Auge deutlich sichtbaren Teile richtig zu deuten. 
eitdem wir in der Lage sind, mit starken mikroskopischen Vergröße- 
mgen zu arbeiten, wissen wir, daß das Plasma der Hefenzelle erfüllt 
t von kleinen körnchenähnlichen Gebilden, welche sich durch starkes 
ichtbrechungsvermögen auszeichnen. Man bezeichnete sie früher 
gemein als Fett- oder Öltröpfchen, eine Bezeichnung, die zwar einen 
ell dieser Einschlüsse richtig charakterisierte, die aber außer acht 
eß, daß diese nicht alle gleicher Natur sind. Später wurden diese 
‚öörperchen gewöhnlich Granula oder Körnchen genannt, während 
dabes diejenigen, welche sich mit Methylenblau charakteristisch färbten, 
ls „metachromatische Körperchen“ bezeichnete. 

Arthur Meyer, der sich besonders eingehend mit diesen Körperchen 
eschäftigte, nannte sie „Volutinkörner‘, da die ersten Untersuchungen 
ber diesen Gegenstand an den Zellen von Spirillum volutans statt- 
anden. Was wir unter Volutin zu verstehen haben, was dieser Stoff 
hemisch darstellt, ist bis heute noch nicht geklärt. Wahrscheinlich 
rermutet Meyer mit Recht, daß es sich um Nucleinsäureverbindungen 
iandelt. 
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Es wäre als ein großer Fortschritt zu verzeichnen, wenn ma 
mit einer relativ einfachen Fárbemethode über einen ` bestimmte 
physiologischen Zustand der Hefenzelle AufschluB erhalten könnt 
Es wurde daher zunächst versucht, die charakteristische Färbemeth»i 
des Volutins zu benutzen, um Beziehungen zwischen ihm und bestimnve 
Eigenschaften der Preßhefe zu suchen. Es lag nahe. zuerst die wichte 
Eigenschaft der Preßhefe, ihre Triebkraft im Mehlteig oder kurz ihr 
„Backfähigkeit‘‘ zu berücksichtigen. Nach Henneberg!) steht h 
Kulturhefe der Volutingehalt und die Triebkraft der Hefe in erg: 
Beziehung, so daß ‚das Volutin das Gärungsenzym selbst oder des 
Muttersubstanz oder sonst ein bei der Gärung eine wichtige Fi 
spielender Stoff sein muß‘. Henneberg spricht den Satz aus: ,,Je meh 
Volutin vorhanden ist, desto größer die Triebkraft‘“. 
| Zum Nachweis des Volutins in der Hefenzelle wurde die Farte 
methode von Meyer benutzt. Um schnelle und sichere Ergebniw 
zu erzielen, empfiehlt es sich nach Hennel.erg, die Zellen vor der Farhinz 
rasch abzutöten, da Vitalfirbungen weit unsicherere Ergebnisse liefen 
und bei langsamem Abtóten der Zellen leicht pathologische Ersch* 
nungen auftreten, die ein falsches Bild geben können. Die aug» 
blickliche Abtötung der Zellen erfolgt am besten in 40proz. Formali- 
lösung oder durch vorsichtiges rasches Fixieren auf dem Deckgläst 
über der Sparflamme des Bunsenbrenners. Beide Arten der Abt 27 
ergaben nach der Färbung die gleichen Ergebnisse. 

Auf die getöteten Zellen läßt man Methylenblaulösung (0,1 g Methyl: 
blau und 10 g Wasser mit 25°, Alkohol) 3 bis 5 Minuten einwirken, su: 
mittels Filtrierpapiers die Hauptmenge der Lösung ab, bringt das Det- 
gläschen auf den Objektträger und läßt von der Seite lproz. Schwefelssur 
unter das Deckglas fließen. Die vorher blau gefärbten Zellen werden duch 
die Schwefelsäure entfärbt, während das Volutin den Farbstoff fethi 
und als intensiv blau gefärbtes, scharf begrenztes Körperchen sicht 
bleibt. 

Die Menge dieser blauen Volutinkörner, ihre Gestalt und Vr 
teilung in der Hefenzelle sind sehr verschieden. Wir sehen sie oft al: 
große Flecke, die einen erheblichen Teil der Zelle einnehmen, oft sind 
sie unregelmäßig als viele kleine punktartige Fleckchen verteilt 0d: 
mehr kettenförmig um die Vakuole oder in der Nähe der Zellhavi 
angeordnet. Da hierbei der physiologische Zustand der Zelle ein 
wichtige Rolle spielt, so wurde bei den nachfolgenden Untersuchungen 
Wert darauf gelegt, daß alle zu untersuchenden Hefen, soweit ar- 
gängig. unter gleichen Bedingungen herangezüchtet wurden. 

Hand in Hand mit der Prüfung der verschiedenen Heferas 
auf Volutingehalt sollte der Nachweis eines anderen Stoffes, nämlich 







1) W. Henneberg, Wochenschrift für Brauerei 1915, Nr. 36-42 
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Nucleinsäure, in der Hefenzelle gehen. Der zu Anfang des vorigen 
res veröffentlichten Arbeit von F. Hayduck und H. Haehn!) über 
Problem der Zymasebildung in der Hefe entnehmen wir, daß einen 
ntlichen Einfluß auf die Triebkraft und Backfähigkeit der Hefe 
Nucleinsäuregehalt ausübt. Die beiden Forscher stellten ihre Ver- 
e in der Hauptsache mit einer besonderen Hefe, einer Torulaart, 

zwar der sogenannten Mineralfutterhefe an, und konnten für 
e Hefe feststellen, daß, je höher der Nucleinsäuregehalt, desto 
er die Triebkraft, allerdings mit einer Einschränkung, auf die wir 
h zu sprechen kommen. 

Der Gehalt an Nucleinsäure läßt sich nach der einfachen Methode 
. Schumacher einwandfrei nachweisen. Diese Methode ist deshalb 
ı besonderem Werte, weil es sich im Gegensatz zu den meisten 
eren Färbemethoden um eine nahezu durchsichtige chemische 
aktion handelt, wie etwa bei der Glykogenreaktion in der Hefenzelle. 
fenucleinsäure geht mit Farbstoffen, wie Methylenblau, eine sehr 
ige Verbindung ein; diese Methylenblaunucleinsäure wiederum 
liert Phosphin zu einem grünen Stoff. Auf diese Weise können wir 
'ht die in der Hefe enthaltene Nucleinsäure nachweisen. Man verfährt 
gendermaßen: 


Mit Wasser angerührte Hefe wird auf dem Deckglase schnell über der 
arflamme des Bunsenbrenners getrocknet und mit Methylenblaulösung 
ergossen, welche man 1 Minute einwirken läßt. Nach sorgfältigem Aus- 
schen des Präparats unter der Wasserleitung wird dieses 1 Minute in 
er 1proz. Phosphinlósung gebadet, ausgewaschen, getrocknet und mit 
madabalsam auf den Objekttráger gebracht. Unter dem Mikroskop 
cheint jetzt die Zelle gelb und die Nucleinsäure als mehr oder minder 
oBer grüner Fleck. Daß es sich tatsächlich um Nucleinsäure handelt, 
èt sich nach F. Hayduck und H. Haehn nachweisen, indem man die gleiche 
“le einige Minuten in 3proz. Natriumacetatlósung badet und danach die 
aktion in angegebener Weise ausführt. Sie wird jetzt ein negatives 
zebnis liefern, da Natriumacetat ein spezifisches Lösungsmittel für 
ıcleinsäure ist. 

Man könnte vermuten, daß uns Volutinfärbung und Nucleinsäure- 
aktion den gleichen Stoff vor Augen führen, folglich Volutin und 
ücleinsäure identisch sind. Hiernach hätten wir zu erwarten, daß 
e Volutinfárbung und die Nucleinsäurereaktion der gleichen Hefe 
ch gleiche mikroskopische Bilder ergeben müssen in bezug auf Menge, 
estalt und Anordnung des gefärbten Stoffes in der Hefenzelle, nur 
\t dem entsprechenden Farbunterschiede blau bzw. grün. 

Um für diese Annahme den Beweis zu erbringen, wurde eine Reihe 
tschiedenartigster Kultur- und wilder Hefen gleichzeitig der Volutin- 
rbung und der Nucleinsäurereaktion unterzogen und das mikro- 





') F. Hayduck und H. Haehn, diese Zeitschr. 128, H. 4/6. 
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skopische Bild bei 2000facher Vergrößerung mittels Zeissschem Zeichen- 
prismas gezeichnet. Die zur Untersuchung gelangenden Torula- und 
Brennereihefen waren nach dem Lüftungsverfahren, die übrigen in 
8proz. Malzwürze ohne Lüftung herangezüchtet und, soweit nicht 
anderes angegeben, nach 24 Stunden untersucht worden. 

Die Ergebnisse waren folgende: 


1. Torulahefe. Hochzüchtung!) nach F. Hayduck und H. Hats 
(s. Abb. l u. 2). Sämtliche Zellen zeigen meist große Volutinflecke vz 
sehr verschiedenartiger Gestalt, welche einen wesentlichen Teil der Ze} 
einnehmen, neben kleineren bis punktförmigen. Nucleinsäure nurin®, 
der Zellen nachweisbar; Gestalt und Größe der Flecke nicht merklich va 
denen des Volutins verschieden. 

2. Torulahefe. Niederzüchtung!) (s. Abb. 3 u. 4). In allen Ze 
Volutin, doch in geringerer Menge und anderer Gestalt als in 1. Nuckin 
säure als bedeutend kleinere rundliche Flecke, nur in 60°, der Zi. 
vorhanden. 

3. Torulahefe. Niederzüchtung. Diese Hefe war bei der Untersuch‘.« 
5 Tage alt und hatte bereits einen deutlich wahrnehmbaren ammoniakalısch* 
Geruch angenommen. Volutin in allen Zellen, doch in geringerer Menge ab 
bei 2. Nucleinsäure in 66°, der Zellen. Es handelte sich in diesem Fair 
um sogenannte ‚pathologische Nucleinsáure''*). Im frischen Zustan:* 
war Nucleinsäure nur in 30%; der Zellen nachweisbar. Die Anreichenux 
der Nucleinsäure ist demnach als eine Zersetzungserscheinung anzusetet 
Die Untersuchung auf Backfähigkeit gab bei der frischen Hefe, we z: 
erwarten, ein weit besseres Ergebnis als nach 5 Tagen, ungeachtet des Jet 
erhöhten Nucleinsäuregehaltes. 

4. Brennereihefe Rasse XII (s. Abb. 5 u.:6). Volutin in sämtlıck:. 
Zellen, vorwiegend in kleinen Punkten kettenfórmig am Rande d~ 7 
Plasmas angeordnet. Nucleinsäure: kleine Punkte in nur 16°, der Zellen 

5. Brennereihefe Rasse M. Volutin in allen Zellen, größere sowie punkt- 
artige kleine Flecke unregelmäßig verteilt. Da diese Hefe eine Mischhit- 
verschiedener Rassen darstellt, war eine gleichartige Anordnung und Menz 
des Volutins nicht zu erwarten. Nucleinsäure in keiner Zelle nachweisbar. 

6. Preßhefe aus Wien. Volutin in allen, Nucleinsáure in 40 °% der Ze-Jen 
Auch diese Hefe zeigte pathologische Nucleinsáure, da sie erst nach 10 Tag% 
zur Untersuchung kam, bereits weich geworden war und eine schlecht 
Backfähigkeit aufwies. 

7. Untergärige Bierhefe. Volutin in allen, Nucleinsäure in keiner Zell. 

8. Weinhefe (Tokayer). Volutin in 71 %,, Nucleinsäure in 28 9, der Zeller. 

9. Schizosaccharomyces Pombe. Volutin in zahlreichen kleineren un: 
größeren Flecken in allen, Nucleinsäure meist nur ein bis zwei Punkte in 
42%, der Zellen. 

10. Saccharomyces apiculatus. Volutin in 50%, Nucleinsáure in 22”, 
der Zellen. 

11. Kahmhefe. Mycoderma variabilis (s. Abb. 7 u. 8). Volutin 3 
allen Zellen. Unregelmäßige, sehr große bis kleinere punktartige Flecke. 
Nucleinsäure gleichfalls in allen Zellen nach'veisbar, doch in wesentlic! ` 
geringerer Ausdehnung als das Volutin. | 
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Was ganz besonders an diesen Ergebnissen auffällt, ist die Tat- 
«he, daß gerade die besten Backhefen (Nr. 4, 5, 6) im frischen Zu- 
ande keine oder nur geringe Mengen Nucleinsäure aufweisen, eine 
eobachtung, die außerdem noch an einer ganzen Reihe anderer be- 
ährter Backhefen gemacht werden konnte. Worauf ist dieses zurück- 
führen ? Vielleicht finden wir in folgendem eine Erklärung. Die 
ersuche Aaehns!) mit der Torulahefe zeigten, daß niedergezüchtete 
efen wenig Nucleinsäure enthalten, daß aber durch Hochzüchtung 
er Nucleinsäuregehalt stark angereichert und die Backfähigkeit im 
ünstigen Sinne beeinflußt wird. Wenn bei derselben Hefe nun in 
ingerer Reihenfolge immer wieder Hochzüchtung direkt auf Hoch- 
üchtung folgt, so nimmt der Nucleinsäuregehalt mehr und mehr ab, 
hne daß die Triebkraft der Hefe sich vermindert. Vielleicht haben 
ir unsere Kulturhefen als in langer Reihenfolge hochgezüchtete Rassen 
nzuschen, bei denen in gleicher Weise wie bei der Versuchshefe Torula 
er Nucleinsäuregehalt allmählich zurückgegangen ist, ohne die Trieb- 
raft zu verschlechtern. 

Eine weitere eigenartige Erscheinung ist, daß selbst wilde Hefen, 
velche überhaupt keine nennenswerte oder gar keine Backfähigkeit 
wsitzen, wie z. B. die hautbildende Mycoderma, nicht unerhebliche 
Tengen Volutin und Nucleinsäure aufweisen können. Die Mycoderma 
var von allen untersuchten Helen diejenige, welche nicht nur am 
neisten Volutin besaß, sondern auch die einzige, welche in 100% der 
Wellen Nucleinsäure zeigte. 

Fassen wir den Befund der vorliegenden Untersuchungen noch 
"nmal kurz zusammen, so müssen wir zu folgendem Ergebnis gelangen: 

l. Volutinfärbung und Nucleinsäurereaktion genügen nicht, um 
len Beweis zu erbringen, daß Volutin und Nucleinsäure identisch sind. 
In allen Fällen konnte nachgewiesen werden, daß die Nucleinsäure 
in schr erheblich geringeren Mengen in der Hefenzelle vorhanden ist 
als das Volutin. Die Annahme Meyers, daß wir unter Volutin Nuclein- 
siureverbindungen zu verstehen haben, hat viel Wahrscheinlichkeit 
für sich. 

2. Der Volutingehalt der Hefenzelle, ganz allgemein gefaßt, steht 
in keinem Zusammenhang mit der Backfähigkeit der Hefe. 

3. Der von F. Hayduck und H Haehn aufgestellte Satz: Je mehr 
Nucleinsäure, desto besser die Triebkraft, hat sich für die Torula- 
(Mineralfutter-)Hefe mit der vorher erwähnten Einschränkung als 
richtig erwiesen. Er gilt nicht für die Kulturhefen, denn gerade bei 
den besten Backhefen läßt sich Nuceleinsäure nicht oder nur in ganz 
geringer Menge feststellen. 





I) Privatmitteilung; Versuche bisher noch nicht veröffentlicht. 
Biochemische Zeitschrift Band 139. 6 
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Über Blutkörperchenquellung und Hämolyse. 


Von 
Klothilde Gollwitzer-Meier. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universität Greifswald.) 
(Eingegangen am 18. April 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


L 


Eine Erklärung der Quellungsvorgánge an roten Blutkoórperches 
wird meist vom Standpunkt der osmotischen Theorie aus unter Ar- 
nahme einer semipermeablen Membran gesucht [Koeppe!), Hedin‘ 
Ege?)]. Diese bringt das Blutkörperchenvolumen in Abhängigkei 
vom osmotischen Druck der Außenflüssigkeit. Bei Vorhandenser 
einer osmotischen Druckdifferenz tritt Volumzunahme durch Waser- 
verschiebung auf, entweder unmittelbar, falls die Membran für de 
innen im Überdruck vorhandenen gelösten Stoff undurchlässig is. 
oder mittelbar, indem bei gegebener Durchlässigkeit der osmotisch 
Partiardruck eines ausschließlich außen vorhandenen Stoffes zwischen 
Blutkörperchen und Außenflüssigkeit sich zunächst ausgleicht und 
dadurch ein osmotischer Überdruck in den Körperchen entsteht. Die 
kann auch eintreten in Lösungen, die mit dem Serum isosmotisch sind 
sofern sie Stoffe enthalten, die die Blutkörperchenmembran zu durch- 
dringen vermögen (Ege). 

Der osmotischen Auffassung der Quellung roter Blutkörperchen 
steht die kolloidehemische gegenüber, die die Volumänderungen der 
Blutkörperchen auf Ionenadsorptionen und den dadurch beeinflubten 
Quellungsdruck der Kolloide bezieht und die Annahme einer halb- 
durchlässigen Membran nicht zur notwendigen Voraussetzung hat. 
M. H. Fischer‘) ist der Ansicht, daß die Wasseraufnahme in die Zele 
im wesentlichen auf einer Quellung der Eiweißkörper in der Zelk 
beruht, ähnlich den Vorgängen bei der Gelatine- und Fibrinquellung 
Auch nach Moore und Roaf®) wird die Elektrolytverteilung zwischen 


1) Koeppe, Arch. f. Phys. 67, 189, 1897; 86, 107, 1905. 

2) Hedin, Skand. Arch. 5, 207, 1895; Arch. f. Phys. 60, 360, 18%. 
3) Ege, diese Zeitschr. 114, 88, 1921; 115, 109, 1921. 

4) M. H. Fischer, Das Ödem. Dresden 1910. 

5) Zitiert nach Hóber, Phys. Chemie der Zelle und Gewebe. Leipzig 192%. 
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le und Umgebung durch eine spezifische Affinitát zwischen Zell. 
eiB und Elektrolyten bestimmt und nicht durch das Vorhandensein 
er semipermeablen Membran. Rohonyi!) kommt auf Grund seiner 
tersuchungen zu der Annahme, daß die Blutkörperchen keine 
mbran besitzen und ihre Oberfläche hauptsächlich eine Hämoglobin- 
fläche darstellt. Die Ionenaufnahme durch die Körperchen sucht 
auf dieselben physikalisch-chemischen Vorgänge zu beziehen, wie 

Elektrolytaufnahme von Suspensionskolloiden. 

Einer der Beweise M. H. Fischers gegen die Anwendung der osmo- 
chen Theorie für die Blutkörperchenquellung ist die Tatsache, daß 
s Volumen der Blutkörperchen in isosmotischen Lösungen von 
»ktrolyten und Anelektrolyten nicht immer das gleiche ist. Es ist 
n neuerdings besonders von Ege darauf hingewiesen worden, daß 
uimolekulare Lösungen je nach der Natur der Elektrolyten und 
relektrolyten verschiedene Volumina ergeben können. Von besonderer 
deutung für die Blutkörperchenquellung sind die Anionen. Nach 
r osmotischen Theorie wird dies der Permeabilität der Blutkörperchen- 
mbran für Anionen zugeschrieben, während ein Diffusionsvermögen 
r Kationen im allgemeinen bestritten wird. 

Koeppe beobachtete, daß in einer Na,SO,-Lösung aufgeschwemmte 
lutkórperchen ein kleineres Volumen einnehmen als in einer damit 
»smotischen NaNO,-Lösung. Ebenso ist nach Hedin das Blut- 
irperchenvolumen in untereinander isosmotischen Lösungen von 
NO, und NaCl verschieden, und zwar in der NaCl-Lösung größer 
sin der KNO,-Lösung, wobei sich jedoch die Verhältnisse mit dem 
;motischen Druck der Lösung ändern sollen. Zu derselben Annahme 
amen Hamburger?) und Ege, aber im Gegensatz zu Hedin fand Ege 
ie Blutkörperchen, gleichgültig, ob die Lösung hypotonisch, isotonisch 
ler hypertonisch ist, in der KCl-Lösung stets größer als in der KN 0,- 
ÖSUNg. 

Bei in ihrem Serum suspendierten Blutkörperchen besteht ein 
‚leichgewichtszustand zwischen den Ionen des Serums und den Blut- 
örperchenionen. Dieses Gleichgewicht wird gestört, wenn die Zu- 
ammensetzung der Suspensionsflüssigkeit eine Änderung erfährt. Es 
reten Ionenwanderungen auf und damit, je nach ihrer Art, eine ver- 
chiedene Beeinflussung des Quellungszustandes der Blutkörperchen- 
olloide. Ähnliche Erscheinungen werden beobachtet, wenn man die 
3lutkörperchen in ein anderes Medium bringt. Suspendiert man sie 
n einem Medium mit höherem Cl Gehalt. als das Serum ihn aufwies, 
o tritt eine Wanderung von Cl-Ionen in die Blutkörperchen ein, 


1) Rohonyi, Kolloidchem. Beihefte 8, 337, 1916. 
2) Hamburger, Osmot. Druck und lonenlehre 1902. 
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bringt man sie in ein Cl-ärmeres Medium, so treten Cl-Ionen m o 
Außenflüssigkeit úber!). Schwemmt man Blutkörperchen in em 
isosmotischen NaNO,-Lösung auf, so erfolgt eine Wanderung we 
NO,-Ionen in die Blutkörperchen. Sofort nach der Vermischun F 
das Blutkörperchenvolumen in einer NaCl-Lösung größer als in axt 
NaNO,-Lösung (Ege). Die Quellungsgeschwindigkeit in der Nal. 
Lösung übertrifft also die in der NaNO,-Lösung. Es stellt sich ate 
auch hier wieder ein Gleichgewicht ein. Dem sofort nach der Va. 
mischung auftretenden Schwellen der Blutkörperchen folgt nach dz 
Versuchen Æges ein Nachschwellen, das um so geringer ist, je groe 
die ursprüngliche Schwellung war, und dem ein Ausgleich der df, 
siblen Anionen zugrunde liegen soll. Nach Herstellung des Glew: 
gewichts muß das Volumen in isosmotischen Lösungen das gleiche sr 
Während nun das Blutkörperchen in den Salzlósungen mit einwertisz 
Anionen diese Volumänderungen durchmacht, bleibt das Volume 
nahezu konstant, wenn nur zweiwertige Anionen in der Außenflüssigk= 
sind. Blutkörperchen in einer Na,SO,-Lösung suspendiert, quete 
weniger als in einer NaNO,- oder NaCl-Lósung. 

Behandelt man die Blutkörperchen verschiedene Male mit einer 
isosmotischen NaCl-Lösung und suspendiert sie dann in einer isosmso 
tischen KCl- oder KNO,-Lösung, so nehmen sie in diesen beiden le 
sungen gleiche Volumina ein. Ege führt dies darauf zurück, daß dun! 
die Vorbehandlung die diffusiblen Anionen der Blutkörperchen su 
gewaschen werden, so daß ein Ausgleich nachher nicht mehr stattfinda 
kann. Leitet man durch die mit NaCl gewaschenen Blutkörperche 
Kohlensäure hindurch, so wird das Ionengleichgewicht gestört, es tni 
von neuem eine Ionenwanderung auf, die Blutkörperchen schweller 
und die Cl-Menge in der Lösung vermindert sich mit steigender Kohler- 
sáurespannung, und zwar genügen schon niedrige Kohlensäur- 
Spannungen, um die Reaktion in Gang zu bringen. Ebenso wie de 
Cl-Tonen verschwinden nach Hamburger und van Lier?) auch die SO, um 
N O,-Ionen in die Blutkörperchen unter dem Einfluß der Kohlensäur. 


Bei den vorliegenden Versuchen ging ich von der Fragestellung 
aus, wie die Zufuhr von Kohlensäure bei genauer Kenntnis des Kohlen- 
sáurepartiardruckes auf das Blutkörperchenvolumen wirkt, wenn in 
der Suspensionsflissigkeit bestimmte Anionen und Kationen vg 
handen sind. 

Es wurde zu den Versuchen Blut von gesunden Menschen ver 
wendet, und zwar wurde nach Möglichkeit das Blut von ein und den- 


1) Wiechmann, Pflügers Arch. 189, 109, 1921; Siebeck, Arch. f. exper. 
Path. 82, 214, 1919. 
2) Hamburger und van Lier, Pflügers Arch. 189, 109, 1921. | 
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ben Individuum zu mehreren verschiedenartigen Versuchen benutzt. 
$ Blut wurde defibriniert und die Blutkörperchen drei- bis viermal 
t einer Neutralsalzlösung gewaschen. Der Gefrierpunkt der Suspen- 
nsflüssigkeit wurde jedesmal bestimmt. Er schwankte bei den 
zelnen Lösungen zwischen — 0,555 und — 0,570. Nach dem Waschen 
ırden die Blutkörperchensuspensionen meist sofort zu dem Versuch 
rwendet. Das Verhältnis zwischen Blutkörperchenbrei und Lösung 
w 1:2. Die Versuche wurden bei Zimmertemperatur ausgeführt. 
ich emer kurzdauernden Rotation des Blutes.in einem mit atmo- 
härischer Luft gefüllten Tonometer wurde mittels der an einem Ende 
s Tonometers angebrachten Pipette 0,lccm Blut abgemessen und 
ter Paraffinól in einen Konohämatokriten abgefüllt. Zu diesem 
vecke waren die Kapillaren der Hámatokriten unter Vermeidung 
m Luftblasen mit Paraffinöl gefüllt worden und ebenso der darüber- 
ehende Trichter bis zu zwei Drittel seines Volumens. Nach der 
sten Blutentnahme aus dem Tonometer wurde in dieses Kohlensäure 
ı abgemessener Menge hineingegeben und wieder rotiert. Nach 10 Mi- 
uten erfolgte abermals eine Entnahme, Einfüllung in den Hämato- 
riten und Analyse der Kohlensäurespannung. Dieser ganze Vorgang 
iederholte sich dann mehrmals, wobei immer höhere Kohlensäure- 
pannungen erreicht wurden. Die Hämatokriten wurden so rasch wie 
rglich nach der Füllung zentrifugiert. Die Ablesung erfolgte erst, 
'enn die Blutkórperchensáule lackfarben geworden war, da nach 
toeppe zu erwarten ist, daß dann jeder Rest von Serum zwischen 
en Blutkörperchen entfernt war. 

Wie erwähnt, erleidet das Blutkörperchen durch das Waschen 
nit Salzlösungen schon verschiedene physikalisch-chemische Ver- 
derungen, Austausch von Ionen zwischen Blutkörperchen und Salz- 
ösung und damit im Zusammenhang stehende Volumänderungen, 
»vor der eigentliche Versuch beginnt. Für die Beurteilung der Ver- 
‚uchsergebnisse ist es aber gleichgültig, ob das Ausgangsvolumen der 
Blutkörperchen nach Beendigung der Vorbehandlung mit den ver- 
:chiedenen Neutralsalzlösungen jedesmal das gleiche war, da es sich 
hier nur um relative Werte handelt, die auf das jeweilige Ausgangs- 
volumen bezogen werden. 

Als Suspensionsmedium kamen zunächst Neutralsalzlösungen mit 
gleichem Kation und verschiedenem Anion zur Verwendung: NaCl, 
NaNO, und Na,SO,. Fügt man zu den in einer isosmotischen NaCl- 
Lösung suspendierten Blutkörperchen Kohlensäure in steigender Menge 
hinzu, so quellen, wie zu erwarten ist, die Blutkörperchen sehr deutlich, 
und zwar ist die Quellung bei niedrigen Kohlensäurespannungen am 
größten. Während eine Erhöhung der Kohlensäurespannung des erst 
mit Luft geschüttelten Blutes auf 20 mm eine relative Volumzunahme 


6* 
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der NaCl-Blutkórperchen um durchschnittlich 7%, (bezogen auf de 
Ausgangsvolumen) verursacht, ist die Volumzunahme bei Erhöhug 
der Kohlensäurespannung von z. B. 90 auf 130 mm nur mehr durch 
schnittlich 1%. Die gesamte Volumzunahme, die ein mit ¡sosmotischer 
NaCl-Lösung gewaschenes und mit atmosphärischer Luft geschütieke 
Blut erfährt, wenn man seine Kohlensäurespannung auf 90 mm erhött. 
beträgt in diesen Versuchen im Mittel 11%. 
. — Verwendet man als Waschflüssigkeit statt NaCl eine damit isosmo 
tische Na N O,-Lösung, so quellen die Blutkörperchen unter dem En. 
fluB der Kohlensäure ebenfalls. Die gesamte Volumzunahme ba 
Steigerung des Kohlensáuredruckes auf % mm ist eine geringere. 
Sie beträgt nur 8%. Während die Blutkörperchen in der Na Cl-Löeurz 
schon bei niedriger Kohlensäurespannung, also z. B. 20 mm, bereits 
eine Zunahme ihres Vd 
mens um durclischnittlich 
7% erfahren, beträgt de 
Zunahme in der NaNO% 
Lösung bei 20mm Koblen- 
sáurespannung im Mitte 
nur 2%. Wie aus Abb.ler- 
. sichtlich, nimmt die Kurre 
für die relative Volum- 
zunahme der NaCl-Blnt 
kórperchen bei niedrigen 
Kohlensäurespannungen 
einen steilen Anstieg und 
geht ziemlich rasch in einen 
SR flacheren Verlauf über, ent 
sprechend der geringen Zunahme der Quellung bei höheren Kohler- 
säurespannungen. Ganz anders. verläuft die NaNO,-Kurve. Sie steigt 
ziemlich gleichmäßig an und hat einen nahezu linearen Verlauf. 
Suspendiert man die Blutkörperchen in einer isosmotischen Na, BU 
Lösung, so ändern sie ihr Volumen fast gar nicht. Wäscht man sie mit 
dieser Lösung und leitet Kohlensäure hindurch, so ist bei niedrige 
Kohlensäurespannung die Volumzunahme so gering, daß die Differenzen 
fast innerhalb die Fehlergrenze der Methode fallen. Bei Steigerung 
der Kohlensáurespannung auf 20 mm nimmt das Blutkörperchen- 
volumen um ungefähr 0,5% zu. Eine Abnahme des Blutkörperchen 
volumens bei Verwendung der Na,SO,-Lösung war in keinem Versuch 
festzustellen. Trotz der geringen Anfangsschwellung beträgt die ge- 
samte Volumzunahme bis 90 mm Kohlensäurespannung doch ìm 
Mittel etwa 4%. Die Quellungsunterschiede sind bei höheren Kohlen- 
säurespannungen weniger groß: bei 90 mm beträgt die gesamte Volum- 
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ahme bei Cl-Ionen 11%, bei NO,-Ionen 8%, bei SO,-Ionen 4%; 

20 mm Kohlensäurespannung bei Cl-Ionen 7%, bei NO,-Ionen 
„ bei SO,-Ionen 0,5%. Die Verhältnisse werden am deutlichsten 
der graphischen Darstellung der Beziehungen zwischen Kohlen- 
respannung und relativer prozentualer Volumzunahme (Abb. 1). 
bei ist zu erwähnen, daß bei den einzelnen Versuchen mit Na,SO, 
terschiede zwar im Verlaufe der Kurve, aber nicht in der Höhenlage 
tehen. 

Die Wirkung der untersuchten Anionen auf die Blutkörperchen- 
ung läßt sich also bei Verwendung von Na-Salzen in die Reihe 
, <N O <C bringen. 

Aber auch bei Anwesenheit eines anderen Kations bleiben die 
ıterschiede in der Anionenwirkung auf das Blutkórperchenvolumen 
selben. Vergleicht man die Volumänderungen der Blutkörperchen 
einer MgCl,- oder MgSO,-Lösung miteinander, so ergeben sich die 
ichen Verschiedenheiten (Versuch 14 bis 19). In der MgCl,-Lósung 
det sich wieder die mit niedrigen Kohlensäurespannungen einsetzende 
wke Volumzunahme, in der MgSO,-Lösung eine bedeutend geringere, 
> sich bei niedrigen Kohlensäurespannungen noch kaum bemerkbar 
aht. Auch bei den Mg-Salzen ist SO¿<Cl in seiner Wirkung auf 
e Blutkörperchenvolumen. 

Bei Untersuchungen an Ca-Salzen stieß eine genaue Volum- 
stimmung unter der Kohlensäureeinwirkung auf .einige Schwierig- 
iten, da sehr bald Hämolyse einsetzte. Der Gefrierpunkt der Ca- 
ssungen war wiederholt bestimmt worden. Zur Feststellung, ob die 
ósung Ca (O H), enthielt, wurde ein Kohlensäurestrom hindurchgeleitet. 
le Lósung blieb klar. Zu Beginn der Versuche bei niedrigen Kohlen- 
urespannungen machte sich die Hämolyse bei den Hämatokrit- 
:stimmungen nicht störend bemerkbar. Bei dem kleinen Durchmesser 
nes Hämatokriten schien die abgesetzte Flüssigkeit nahezu farblos 
ı sein. Bei höheren Spannungen war sie auch im Hämatokriten deutlich 
ttlich gefärbt. Abgelesen aber wurde nur dann, wenn die Grenze 
wischen der Blutkörperchensäule und der darüberstehenden Flüssig- 
eit scharf war. Infolge der Hämolyse sind besonders die Volumwerte 
ei höheren Kohlensäurespannungen zu niedrig. Damit hängt es auch 
usammen, daß das Volumen zunächst zunimmt, dann wieder ab- 
unehmen scheint. Trotzdem lassen die Versuche erkennen, daß die 
lutkörperchenquellung in der CaCl,-Lösung größer ist als in der 
a (N O,),-Lösung. | 

Es wurde bis.jetzt die Kationenwirkung vernachlässigt. Sie tritt 
inter der der Anionen zurück. Die durchschnittliche prozentuale 
Yolumzunahme ist in den Versuchen mit gleichem Anion, und zwar 
-l-lonen bei den Mg-Salzen etwas größer als bei den K-Salzen, und 
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bei diesen größer als bei den Na-Salzen, während die Ca-Werte wieder 
nicht vergleichbar sind. Es ergibt sich also die Kationenreihe: Na <E 
< Mg. In Abb. 2 sind Versuche graphisch dargestellt, bei denen de 
relative prozentuale Volumzunahme etwa dem durchschnittlich 
Werte entspricht (Versuch 2, 10, 15). Die Unterschiede in der Kation=- 
wirkung sind sehr gering. Sowohl der Verlauf der Quellungskum 
wie die Höhe der Kurve wird durch die Kationen beeinflußt. Ba 
den Sulfaten ergaben die Versuche keinen erkennbaren Unterschied 
zwischen der Na und Mg-Wirkung. 

Um die Ca-Quellung besser beurteilen zu können, wurden in zw 
Versuchen die Blutkörperchen in einem anderen Verhältnis wie & 
wöhnlich in der Salzlösurg 
suspendiert. Es wurde 
0,2ccm Blutkörperchenbri ' 
in 10,0 ccm isosmotischer ' 
NaCl- bzw. CaCl,-Lösurz 
aufgeschwemmt ohne vor- 
angehende Waschung und 
in die Hämatokriten jedes 
mal 0,3ccm dieser Sus 
pension gegeben. Es kam 
hier in dem Ca-Versuche 
die Hämolyse nicht zum 
Ausdruck. Diese beiden 
Versuche unterscheiden sich 
von den übrigen dadurch. 
daß erst wenige Minuten 
vor dem Versuch die Bo, 
körperchen mit dem Sus- 
“  pensionsmedium in Be 

rührung kamen. Es kommt 

hier noch die lIonenver- 
schiebung hinzu, die sich sonst auch ohne Kohlensäurezuleitung ba 
der Suspendierung von Blutkörperchen in reinen isosmotischen Neutral- 
salzlösungen findet und nach Ege sofort nach der Vermischung zun 
Schwellen der Blutkörperchen führt. Beide Momente, die Zeit, die 
seit der Vermischung verstrichen ist, und die Säurezufuhr sind hier 
demnach entscheidend für das resultierende Blutkörperchen volumen. 
In den Versuchen findet sich entsprechend der CL. Wirkung eine starke 
Volumzunahme kurz nach der Vermischung und bei niedriger Kohlen 
säurespannung (Versuch 26 und 27). 45 Minuten nach der Vermischung 
und bei Steigerung des Kohlensäuredruckes auf 104,6 nahmen die 
Blutkörperchen in der NaCl-Lösung 14 Vol.-Proz. zu, in der Call, 
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ung in der gleichen Zeit bei Steigerung des Kohlensáuredruckes 
83,4 mm 289%. In diesen Versuchen ist nun zwar die Fehlergrenze 
Ber wie in den vorangehenden, da die Volumschwankungen einer 
: sehr kleinen Blutkörperchensäule verfolgt wurden, außerdem war 
‘ Pipettierfehler dreimal größer; trotzdem aber fallen die Unter- 
jede in der Na- und Ca-Wirkung über die Fehlerbreite hinaus. 

Werden die Blutkörperchen in einer Lösung gewaschen und suspen- 
rt, die verschiedene Kationen bei gemeinsamem Anion enthält, so 
ngt die Quellung in erster Linie wieder von dem Anion ab und in 
ingem Maße von den Kationen. Es wurden Blutkörperchen in einem 
dium suspendiert, das zu gleichen Teilen eine isosmotische NaCl- 
d KCl-Lósung enthielt. Die Volumzunahme bei 90 mm Kohlen- 
urespannung war 10%. Dieselben Blutkörperchen in einer NaCl- 
d KCI-Lósung im Verhältnis 1:3 suspendiert, ergaben eine Volum- 
nahme bei 90 mm Spannung von ungefähr 14%. 

In einer Flüssigkeit, die außer verschiedenen Anionen auch ver- 
hiedene Kationen enthält, ist die resultierende Volumänderung 
ieder vorzugsweise von der Art der Anionen und derem Verhältnis 
ıtereinander abhängig. Ein solches Medium stellt das Serum dar. 
a enthält in der überwiegenden Zahl einwertige Anionen, besonders 
I-Ionen, in geringerer Menge zweiwertige Anionen. Unter dem Einfluß 
er Kohlensäurezufuhr ist die Volumzunahme der im eigenen Serum 
ıspendierten Blutkörperchen geringer wie in isosmotischer NaCl- 
Ssung, größer wie in isosmotischer Na,SO,-Lösung, ungefähr ebenso 
roB wie in isosmotischer NaNO,-Lösung. Dabei haben die Quellungs- 
urven den Verlauf der Cl-Kurven. Die Volumänderung der Blut- 
örperchen im Eigenserum mit Zunahme der Kohlensäurespannung 
st nach diesen Versuchen größer, als sie in früheren Versuchen an 
tinderblutkórperchen angenommen wurde!). Es entspricht dies auch 
len Angaben Eges, der das relative Kaninchenblutkörperchenvolumen 
m Serum zwischen dasjenige in einer isosmotischen NaCl- und Na,SO,- 
sung stellt. 

In isosmotischer Neutralsalzlösung gewaschene und suspendierte 
Blutkörperchen erfahren also bei Kohlensäurezuleitung eine Zunahme 
hres Volumens, die außer von der Wasserstoffionenkonzentration in 
ıohem Maße von den Ionen der Lösung abhängig ist, wobei der Kat- 
ioneneinfluß hinter den der Anionen zurücktritt. Unter Zugrundelegung 
der osmotischen Theorie wären diese Volumänderungen auf eine Zu- 
nahme des osmotischen Druckes in den Blutkörperchen zu beziehen 
als Folge von Ionendiffusionen. Da aber nicht nur die Anionen, sondern 





1) Kl. Meier, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 29, 322, 1922. 
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auch die Kationen auf diese Verhältnisse einzuwirken vermögen, müßte 
auch eine Kationenpermeabilitát der Blutkórperchenmembran an: 
genommen werden. Diese Annahme würde sich mir der Hamburgers!) 
decken, nach dessen Versuchen die Blutkórperchenmembran fir Kat- 
ionen permeabel ist. Ob aber die osmotische Theorie fúr diese Er- 
scheinungen úberhaupt eine genúgende Erklárung zu 1 geben vermag, 
soll später erörtert werden. 


II. 


Ebenso wie die Quellungsvorgänge an Blutkörperchen wird der 
Austritt von Hämoglobin teils auf osmotische Vorgänge, teils a 
physikalisch -chemische Zustandsänderungen der Blutkörperchrr- 
oberflächenkolloide bezogen. Von den Anhängern der letzteren Aul 
fassung werden Ladungs- und Dispersitätsänderungen bestimmte 
Blutkórperchenbestandteile [ Bechhold?)], besonders aber der Stromsts 
[Michaelis und Takahashi?), Kozawa*)] mit der Hámolyse in Zusammen- 
hang gebracht. 

Seit den Untersuchungen Höbers®) ist es bekannt, daB die Neutral 
salze auch in untereinander isosmotischen, gegen das Serum schważ 
hypotonischen Lösungen eine verschiedene Wirkung auf den Häme- 
globinaustritt haben. Anionen und Kationen lassen sich dabei nach 
ihrer Fähigkeit, den Hämoglobinaustritt zu begünstigen, in bestimmt 
Reihen ordnen, die den Hofmeisterschen Reihen für die Eiweißfällu: 
analog sind. Die gleichen Ionenreihen ergeben sich auch für die Beem. 
flussung der Saponin- und Wärmehämolyse. | 

Nach der osmotischen Theorie ist das Auftreten von Hámoly* 
in isosmotischen Lösungen, für deren Ionen die Blutkörperchenmembra 
permeabel ist, auf das Entstehen des osmotischen Überdruckes in der 
Körperchen zu beziehen. Der Hämolyse müßten also Volumänderungen 
vorausgehen. 

Ich habe nun den Versuchen über die Quellung der Blutkörperchen 
Hämolyseversuche angeschlossen. Die Blutkörperchen waren wie bi 
den vorhergehenden Versuchen immer in den isosmotischen Lösungen 
eines Neutralsalzes gewaschen und dann in der Lösung im Verhältnis 1:2 
suspendiert worden. Die Suspension wurde wieder bei verschiedene 
Kohlensäurespannungen eine genau abgemessene Zeit rotiert und dann 
nach Herstellung des Gleichgewichtes mit einer bestimmten Kohlen- 





1) Hamburger, Zeitschr. f. phys. Chem. 69, 663, 1909. 

2) Bechhold, diese Zeitschr. 109, 226, 1920; Münch. med. Wochenschr. á. 
127, 1921. 

8) Michaelis und Takahashi, diese Zeitschr. 29, 429, 1910. 

4) Kozawa, ebendaselbst 60, 146, 1914. 

5) Höber, ebendaselbst 14, 209, 1908. ` 
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arespannung etwa 2ccm der Suspension unter Paraffinól in ein 
ntrifugenglas abgelassen und zentrifugiert. Der Grad der Hämolyse 
r abgesetzten Flüssigkeit wurde im Autenriethschen Kolorimeter 
stimmt. Die in den Keil gefüllte Vergleichslösung wurde immer 
s dem zu dem Versuche benutzten Blute bereitet, und zwar kamen 
l5 ccm Blutkörperchen auf 10,0 ccm Aqua destillata. Die für die 
:rgleichslösung benutzten Blutkörperchen wurden in einer so großen 
üssigkeitsmenge aufgeschwemmt, um eine wenig starke Hämoglobin- 
sung zu liefern, und um so auch die Bestimmung geringer Hämolyse- 
ade der Waschflüssigkeit zu ermöglichen. Die gewonnenen Werte 
innen nur zum Zwecke eines Vergleichs innerhalb dieser Versuchs- 
rie benutzt werden. Die Hämolysegrade schwanken zwischen 1 
ıd 120. Es wurde nach Möglichkeit wieder zu mehreren Versuchen 
n und dasselbe Blut benutzt. 

Suspendiert man die Blutkörperchen in isosmotischer Na Cl- Lósung, 
» tritt gewöhnlich bei einer Kohlensäurespannung von 90 mm und 
ner Gesamtrotationsdauer von 35 Minuten die erste Andeutung einer 
ámolyse in der Waschflüssigkeit auf, während bei niedrigeren Kohlen- 
iurespannungen die abgesetzte Flüssigkeit farblos bleibt. Verwendet 
an zur Suspendierung eine isosmotische KCl-Lósung, so zeigt sich 
ie erste Andeutung einer Hämolyse schon früher und nimmt zu bei 
unahme der Kohlensáurespannung. Die Unterschiede zwischen 
¡aCl- und KCI-Lósung sind gering, immer aber ist die Hämolyse in 
er KCl-Lósung etwas stärker. Bei den in Erdalkalisalzlósungen ge- 
'aschenen und suspendierten Blutkörperchen beobachtet man schon 
ach kurzer Rotationsdauer‘ und bei sehr niedrigen Kohlensäure- 
pannungen höhere Hämolysegrade wie bei den Alkalisalzen Na und K, 
nd zwar bei den Ca-Salzen höhere wie bei den Mg-Salzen. In ihrer 
Virkung auf die Kohlensäurehämolyse ist also Na < K < Mg < Ca. 
Le handelt sich bei dieser Säurehämolyse um Reaktionsänderungen 
ahe dem Neutralpunkt. 

Enthält die Suspension nicht ein, sondern verschiedene Kationen, 
o scheinen sich dieselben zum Teil antagonistisch zu beeinflussen. 
n einem Medium, das zu gleichen Teilen aus einer isosmotischen NaCl- 
ind KCl-Lósung besteht, ist auch bei höheren Kohlensäurespannungen 
teine Spur einer Hämolyse nachzuweisen. Während jedes dieser beiden 
tationen für sich allein schwach hämolytisch wirkt, heben sie ihre 
Wirkung gegenseitig auf, wenn sie beide in der Lösung vorhanden 
ind. Das gleiche war in einem Versuche der Fall, in dem das Suspen- 
onsmedium aus 1 Teil NaCl und 3 Teilen KCl-Lósung bestand. 
Wäscht und suspendiert man die Blutkörperchen in einem zu gleichen 
Teilen aus isosmotischer NaCl- und CaCl,-Lösung bestehenden Medium, 
30 tritt unter dem Einfluß der Kohlensäure eine Hämolyse auf, die 
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bedeutend schwächer ist als die durch Ca allein erzeugte. Die Wirkun; 
des Ca-Ions überwiegt die des einwertigen Kations. Dabei macht sil 
jedoch auch der antagonistische Einfluß des Alkalikations bemerkhar 
der die Ca-Hämolyse abschwächt. 

Vergleicht man nun isosmotische Lösungen mit gleichem Kat::: 
und verschiedenem Anion, so findet sich für die Anionenwirkung aı 
die Hámolyse bei Kohlensáurezuleitung die Reihe: NO, < Cl < 80, 
Während z. B. bei einer Blutkórperchen-NaCl-Suspension bei höher 
Kohlensäurespannungen eine geringe Hämolyse eintritt, fehlt sie ® 
Verwendung einer Na N O,-Lösung ganz und ist bei Na, SO, als Suspa 
sionsmedium stärker als bei NaCl. Die Unterschiede in der him 
lysierenden Wirkung der einzelnen Anionen sind größer als in o 
Wirkung der Alkaliionen. Diese Unterschiede in der Anionenwirkux 
lassen sich auch bei den Erdalkalisalzen nachweisen. Zum Sch 
wäre noch zu erwähnen, daß bei Blutkörperchen, die in ihrem Eign- 
serum suspendiert sind, bei Kohlensäurezuleitung gewöhnlich ken: 
Hämolyse eintritt. 

Die Anionen lassen sich also in ihrer Wirkung auf den Hámoglol:- 
austritt und die Quellung roter Blutkörperchen bei verschiedene: 
Kohlensäurespannungen in zwei Reihen ordnen. In der Wirkung si 
die Hämolyse ist 

NO, <O < SO, 
in der Wirkung auf die Quellung der Blutkörperchen ist 
SO, KNO, < Cl. 


Die Anionenreihe für den Hämoglobinaustritt entspricht de 
lyotropen Reihen. Sie ist analog den Hofmeisterschen Reihen für ck 
Quellung von Gelatinescheiben, die Flockung von Hiihnereiwell. 
analog der Höberschen Reihe für die Hämolyse in untereinander isosm:- 
tischen Lösungen verschiedener Na-Salze usw. Die Quellungsrih: 
läuft in umgekehrter Richtung wie die Hämolysereihe, außerdem H 
die Stellung des Cl- und NO,-Ions eine andere. Es ist zwar bekannt. 
daß die Richtung der Reihen sich je nach den Verhältnissen des Ver 
suches ändern kann. Diese beiden Reihen wurden aber unter gari 
gleichen Versuchsbedingungen gewonnen, bei gleicher Temperatur und 
bei gleicher Reaktion. Fast immer wurden Hämolyse und Quellu: 
der Blutkörperchen nacheinander an ein und demselben Blute bestimn!:. 
so daß Verschiedenheiten weder des Versuchsmaterials, noch solch 
der Temperatur oder der Reaktion für die Erklärung der entgegen- 
gesetzt verlaufenden Reihen in Frage kommen. Während das SU cl 
das Blutkörperchenvolumen fast gar nicht beeinflußt, aber den Hán' 
globinaustritt am stärksten begünstigt, ist es bei den Cl-Ionen nahe?! 
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mgekehrt. Es besteht zwischen der Wirkung der Anionen auf die 
luellung und den Austritt des Hämoglobins bei steigendem Kohlen- 
iuredruck kein Parallelismus, wie es zu erwarten wäre, wenn es sich 
si der hier beobachteten Hämolyse um einen osmotischen Vorgang 
andeln würde, wenn also die Hämolyse auf die Bildung eines osmo- 
schen Überdruckes infolge einer Permeabilitätssteigerung für be- 
immte Anionen unter der Wirkung der Kohlensäure zu beziehen wäre. 

Bei den Kationen läßt sich für die Hämolysebegünstigung die 
wihe aufstellen 


Na < K < Mg < Ca. 


de gleiche Reihe gilt auch für die Wirkung auf die Quellung, wobei 
llerdings die Stelle des Ca wegen der auftretenden starken Hämolyse 
icht ganz sicher ist. Es ließ sich die Kationenquellungsreihe nur für 
je Chloride nachweisen. Bei den Kationen sind die Reihen für Hämolyse 
nd Quellung gleichlaufend, während die Anionenquellungsreihe der 
ür Hámolyse entgegengesetzt ist. Es wird dadurch unwahrscheinlich, ` 
laß die beobachtete Quellung und Hämolyse Ausdrücke ein und des- 
elben Vorgangs sind. 

Dagegen werden durch Zunahme der Wasserstoffionenkonzen- 
ration bei der Titrierung mit Kohlensáure Quellung und Hámolyse 
leichsinnig beeinflußt. Sie nehmen beide mit der Wasserstoffionen- 
conzentration zu. Frühere Versuche haben nun gezeigt, daß mit 
Erhöhung der Wasserstoffionenkonzentration durch Erhöhung der 
Kohlensäurespannung Ladungs- und Hydratationsänderungen der Blut- 
körperchenoberfläche auftreten!). Die Begünstigung von Quellung 
and Hämolyse durch steigenden Kohlensäuredruck kann also auch mit 
tesen Oberflächenveränderungen in Zusammenhang gebracht werden, 
und es liegt nahe, in einheitlicher Weise auch für die durch die 
osmotische Theorie nicht geklärte Anionen- und Kationenwirkung in 
Überflächenerscheinungen eine Erklärung zu suchen. 


II. 


Zu wenig eindeutigen Ergebnissen führten Versuche an Blut- 
körperchen, die in elektrolytfreier isosmotischer Rohrzucker- und 
Glucoselösung suspendiert worden waren. Wird eine geringe Menge 
Blutkörperchen in einer großen Menge dieser Dispersionsmittel auf- 
geschwemmt, so agglutinieren die Körperchen und sinken in Flocken 
zu Boden, sowohl in Rohrzucker- wie in Glucoselösung [ Radsma?)). 
Dieses Bestreben der Blutkörperchen, ihre Oberfläche zu verkleinern, 





1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 90, 305, 1918; Kl. Meier, 
ebendaselbst 128, 50, 1921. 

2) Y. Radsma, diese Zeitschr. 89, 211, 1918. 
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entspricht der Abnahme der Ladung im Anelektrolytmedium und der 
mit der Ladungsverringerung einhergehenden Zunahme der Ober. 
flächenspannung. 

Suspendiert man Blutkörperchen in isosmotischer Glucoselósunz 
etwa im Verhältnis 1:1, so macht eine Agglutination sich makr:- 
skopisch nicht bemerkbar. Blutkörperchen, in geringer Menge Gluc«- 
lösung gewaschen, zeigen nur beim Ausbreiten in dünner Schicht eins 
eben wahrnehmbare Agglutination. Leitet man durch eine solch 
Suspension Kohlensäure ganz kurze Zeit hindurch, so tritt eine schr 
grobflockige Agglutination auf, die durch das Hinzufügen kleiner Tri 
isosmotischer Neutralsalzlösung wieder völlig aufgehoben werden kan:. 
Gibt man zu einer Blutkórperchen-Glucosesuspension (1:2) so nu 
Kohlensäure hinzu, um etwa einen Kohlensäurepartiardruck von 25 mn; 
zu erzeugen, so entstehen in der vorher fast gleichmäßig erscheinend: 
Suspension kleine Flöckchen, die eine noch verhältnismäßig große Ss- 
pensionsstabilitát haben. Erhöht man die Kohlensäurespannung a 
etwa 50 mm, so nimmt die Flockengröße zu, erhöht man die Spannunz 
auf ungefähr 90 bis 100 mm, so werden die Flocken noch größer, wobe: 
die Sedimentierungsgeschwindigkeit mit der Flockengröße zunimmt. 

Die in der Glucoselósung noch nicht völlig entladenen Dir. 
körperchen werden durch das Hinzufügen geringer Säuremengen völlig | 
entladen, während Neutralsalzlösungen die Blutkörperchenoberflä.h- 
wieder aufladen und ihre Suspensionsstabilität erhöhen. 

Die Untersuchung der Suspensionsflüssigkeit ergibt vor der Kohler- 
säurezuleitung eine geringe oder keine Hämolyse, mit Zunahme o 
Kohlensáurespannung und der Flockengröße eine immer stärker 
Hämolyse. Die Resistenz der Blutkörperchen nimmt mit der Ladung ab. 

Nach Höber!) ist nach Durchleitung von Kohlensäure durch ein 
Suspension von Blutkörperchen in isotonischer Trauben- oder Bohr, 
zuckerlösung in der Lösung kein titrierbares Alkali nachzuweisen. Di 
Untersuchung der nach der Abtrennung von den Blutkörperchen mi! 
Luft geschüttelten Glucoselösung ergab in den hier mitgeteilten Ver- 
suchen eine Zunahme der gebundenen Kohlensäure mit der Kohlen- 
säurespannung. Die Menge der gebundenen Kohlensäure war alkr- 
dings gering. Vor der Kohlensáurezuleitung war die Lösung fr: 
von gebundener Kohlensäure. Diese Kohlensäurebindung in den 
Suspensionsmittel ist wahrscheinlich nicht auf eine einseitige Ionen- 
wanderung zwischen Blutkörperchen und Anelektrolytlösung zu te- 
zichen, sondern auf den Hämoglobinaustritt aus den Blutkörperchen. 
besonders da die Kohlensiurebindung der Lösung mit dem Grad: 
der Hämolyse zunahm. 





1) R. Höber, Physik. Chemie der Zelle und Gewebe. Leipzig 1922. 
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Y olumbestimmungen der Blutkörperchen in Glucoselösung bei 
rschiedener Kohlensáurespannung fúhrten zu keinem Ergebnis, da - 
> auftretende Agglutination die Abpipettierung gleich großer Blut- 
rperchenmassen unmöglich machte. In einem Versuche, in dem die 
‚glutination weniger stark war, nahm das Blutkörperchenvolumen 
t der Kohlensäurespannung zu. Es kann das darauf beruhen, daß 
i zunehmender Kohlensäurespannung infolge der größer gewordenen 
dimentierungsgeschwindigkeit in die Pipette relativ mehr Körperchen 
e Suspensionsflüssigkeit einströmte. Es kann aber auch von einer 
ıfnahme von Glucose durch die Blutkörperchen unter dem Kohlen- 
ureeinfluß herrühren. 

Die Agglutination der Blutkörperchen kann, wie erwähnt, durch 
ısatz kleiner Elektrolytmengen gehemmt werden (Radsma). Gibt 
an zu einem Teil Glucoselösung einen Teil isosmotische NaCl-Lösung, 

bleibt bei Kohlensäurezuleitung die Agglutination völlig aus, die 
ämolyse ist nur so gering, wie sie es bei Suspendierung der Blut- 
irperchen in reiner NaCl-Lösung ist. Die Volumzunahme ist eine 
hr bedeutende, die Volumkurve hat den Typus der Cl-Kurve. 

Nach den Untersuchungen von Masing!), Kozawa?), Ege3) schwellen 
enschliche Blutkörperchen in isosmotischer Glucoselósung und 
imolysieren schließlich. Aus dieser Beobachtung wurde in Ver- 
mdung mit chemischen Analysen die Annahme abgeleitet, daß die 
ienschlichen Blutkörperchen für Glucose permeabel seien, im Gegensatz 
ı den meisten tierischen Blutkörperchen, die für Glucose impermeabel 
ı sein schienen. Zu der gleichen Annahme kamen schon vorher Rona 
nd Döolin*). Die Permeabilität der menschlichen Blutkörperchen für 
lucose ist von Falta und Richter-Quittner5), Brinkman und van Dam®) 
estritten worden. Weniger widersprechend sind die Angaben über 
ie Rohrzuckerpermeabilität der menschlichen Blutkörperchen. Sie 
elten als impermeabel für Rohrzucker. 

Blutkörperchen, in isosmotischer Rohrzuckerlösung gewaschen und 
aspendiert, verhalten sich der Kohlensäureeinwirkung gegenüber 
iemlich ähnlich wie in Glucoselösung. Mit zunehmendem Kohlen- 
äurepartiardruck tritt zuerst eine feinflockige, dann immer mehr 
robflockige Agglutination auf. Sie kann bei höheren Spannungen so 
tark sein, daß statt der Suspension nur mehr einige größere Haufen 
gglutinierter Blutkörperchen in der hámolytischen Lösung schwimmen, 


1) Masing, Pflügers Arch. 186, 401, 1914. 

2) Kozawa, diese Zeitschr. 60, 231, 1914. 

3) Ege, ebendaselbst 114, 88, 1921. 

1) Rona und Döblin, ebendaselbst 31, 215, 1911. 

5) Falta und Richter-Quittner, ebendaselbst 100, 148, 1919. 

$) Brinkman und van Dam, ebendaselbst 105, 93, 1920. 
Gg 
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die sich mit äußerster Geschwindigkeit zu Boden setzen. Der Grad 
dieser Erscheinung ist nicht nur von der Kohlensäurespannung. sondem 
auch von dem Verhältnis Blutkörperchen : Lösung abhängig. Aggı- 
tination, Sedimentierungsgeschwindigkeit und Hämolyse waren in der 
Rohrzuckerlösungen stärker als in den Glucoselösungen. Das Kohler- 
säurebindungsvermögen der Rohrzuckerlösung nimmt ebenfalls mi 
der Kohlensäurespannung zu, in diesen Versuchen allerdings nicht genar 
dem Hämolysegrad entsprechend. Die Unterschiede sind jedoch geg 
Es mag dies auch von einem verschiedenen Kohlensáurebindunz 
vermögen der Körperchen herrühren, da zu den beiden Versuche 
verschiedenes Blut verwendet wurde. Die Volumbestimmungen hatt 
ebensowenig wie bei den Glucoselósungen ein eindeutiges Results 
ergeben. Suspendierung der Blutkörperchen in isosmotischer (Rohr. 
zucker + NaCl-)Lösung ergab eine sehr geringe Hämolyse bei der Kohler- 
säuretitration und Zunahme des Blutkórperchenvolumens. Die Volur- 
zunahme war geringer wie bei der (Glucose + NaCl-)Lösung. Ir 
Volumkurve gleicht in ihrem Verlauf ebenfalls der Cl-Kurve. 

Durch das Waschen und Suspendieren der Blutkörperchen im 
geringer Menge isosmotischer Glucose- oder Rohrzuckerlósung wars 
die Blutkörperchen nicht völlig entladen worden. Das Potential an de 
Grenzfläche Körperchen-Lösung war noch groß genug, die Körperch? 
in Suspension zu halten. Dagegen genügten kleine Mengen hinm: 
gefügter Säure, um die elektrische Ladung unter einen für die Stabiliti: 
erforderlichen Minimalwert zu erniedrigen. Es tritt eine feinflock# 
Agglutination auf, die in eine grobflockige übergeht bei der Zutitrierun: 
größerer Kohlensáuremengen. Es ist bekannt, daß die Flockengröß 
von Kolloiden zunimmt mit der Konzentration des Koagulaton. 7 
diesem Falle also mit Zunahme der Kohlensäurespannung. Eine Wieder- 
aufladung der Blutkörperchen war bei den verwendeten Kohlensäun 
spannungen nicht beobachtet worden. 

Das Verhalten der Blutkörperchen in Rohrzucker- und Gluc=- 
lösung unter Kohlensäureeinfluß ist prinzipiell gleich, wenn aut 
graduell verschieden. Die bei gleichzeitiger Anwesenheit von Cl-Icnen 
in der Suspensionsflüssigkeit auftretende Quellung der Blutkörperche: 
kann zunächst nur auf die Aufnahme von Cl-Ionen in die Blutkoórperche: 
bezogen werden. Irgend ein Schluß auf die Permeabilitát der Blu: 
körperchen für Rohrzucker oder Glucose kann daraus nicht gezert 
werden. | 

Nach Brinkman und van Dam!) ist für die bei den Rohrzucker- 
hlutkörperchen auftretende Hámolyse eine durch das Auswaschen va 
Cholesterin bedingte Resistenzverminderung verantwortlich zu machen. 








1) Brinkman und van Dam, diese Zeitschr. 108, 34, 1920. 


Blutkörperchenquellung und Hämolyse. | 101 


IV. 

Es war bei den vorhergehenden Versuchen beobachtet worden, 
3 die Hämolyse durch die Rotationsdauer des Blutes im Tonometer 
influßt wurde. Es ergaben nun besonders dahingerichtete Versuche, 
3 die infolge der Rotationsbewegung auftretende Hämolyse ebenso 
: die Hämolyse bei Kohlensäurezufuhr oder wie die Hypotonie- 
molyse durch die Ionen des Suspensionsmediums beeinflußt wird. 
tiert man bei Zimmertemperatur ohne Kohlensäurezugabe in isosmo- 
her NaCl-Lósung aufgeschwemmte Blutkörperchen, so tritt nach 
va 35 Minuten die erste Andeutung einer Hämolyse auf, bei Blut- 
rperchen in CaCl,-Lösung aber schon nach 15 Minuten. Rotiert 
ın weiter, so nimmt der Hámolysegrad zu, bei den Na). Blut. 
rperchen weniger rasch, bei den CaCl,-Blutkörperchen sehr viel 
scher. Gibt man nun Kohlensäure hinzu, so addieren sich die beiden 
ktoren, Rotationsbewegung und Kohlensäurezufuhr in ihrer Wirkung 
f die Hämolyse der Blutkörperchen in Neutralsalzlósungen. Die 
ämolyse ist geringer, wenn nur einer der beiden Faktoren wirksam 
. Um den einen Faktor, die mit jeder neuen Analyse größer ge- 
»rdene Gesamtrotationsdauer, für den Versuch auszuschalten und 
n den Einfluß der Kohlensäure allein beurteilen zu können, wurde 

einem Versuche mit isosmotischer KCl-Lösung das Tonometer vor 
der neuen Bestimmung frisch gefüllt. Dieses Blut zeigte bei einer 
otationsdauer von jedesmal 10 Minuten bei 47,7 und 96,9 mm Kohlen- 
urespannung keine Hámolyse, bei 113mm Hámolysegrad 7, bei 
15,3 mm Hämolysegrad 16, bei 184,5 Hämolysegrad 21 (Verusch 69). 
ie Zunahme der Hämolyse war in diesem Versuche nur auf die Kohlen- 
iurezuleitung zu beziehen. Enthält das Tonometer statt atmo- 
)härischer Luft ein Gasgemisch von beliebig höherem Kohlensäure- ` 
artiardruck, so schreitet die Hämolyse entsprechend dem summierten 
influB von Kohlensäurespannung und Rotationsdauer verhältnis- 
iBig rascher fort. 

Läßt man nun das Blut nach vorheriger Rotation längere Zeit 
tehen, ohne daß die Reaktion des Blutes und der Kohlensäurepartiar- 
ruck des darüberstehenden Gasgemisches eine Änderung erfährt, so 
immt der Hämolysegrad in der Suspensionsflüssigkeit in einer Zeit, 
je bei Fortdauer der Rotationsbewegung genügt hätte, eine meßbare 
'ermehrung der Hämolyse zu erzeugen, nicht zu. Es wurde Blut mit 
(C1-Lösung gewaschen und bei einem Kohlensáurepartiardruck von 
2,5 mm 10 Minuten rotiert. Ein Teil dieses Blutes wurde dann sofort 
entrifugiert, ein Teil unter Paraffinöl abgelassen und nach 21, Stunden 
entrifugiert, ein Teil ohne Paraffin aufgefangen, ebenfalls nach 
:15 Stunden zentrifugiert. In allen drei Proben war keine Hämolyse 
wfgetreten. Das im Tonometer zurückgebliebene Blut wurde dann 
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bei derselben Kohlensáurespannung weiter rotiert, erst 50 Minuten. 
dann 21, Stunden, und jedesmal Blut in drei Portionen abgelassen. 
Davon wurde ein Teil immer gleich zentrifugiert und ein Teil ohne 
bzw. unter Paraffin nach 214 Stunden zentrifugiert. Nach 50 Minuter 
hatten alle drei Proben einen Hámolysegrad von 5, nach 213 Stunae 
von 14. Erhöhte man bei diesem Blute den Kohlensáuredruck a 
101,3, so genügten nur 10 Minuten Rotationsdauer, um den Hämoltx- 
grad in allen Proben auf 33 zu erhöhen. 

Es geht aus den Versuchen deutlich hervor, daß die Rotation d= 
Blutgemisches den Hämoglobinaustritt begünstigt. Hört man ki 
einem beliebigen Kohlensäurepartiardruck mit der Rotationsbewegur: 
auf, so schreitet die Hämolyse innerhalb kurzer Zeit nicht merkte 
weiter. Das ist nicht nur der Fall, wenn das Blut unter Paraffin al. 
gelassen wird, sondern auch dann, wenn man das Blut in Berühnu: 
mit dem Gasgemisch, mit dem es sich im Gleichgewicht befand. lieger 
ließ. Selbst dann, wenn, abgesehen von der Rotationsbewegung. de 
Bedingungen die gleichen bleiben, nimmt der Hämoglobinaustn' 
kaum zu, während eine relativ kurze Zeit der Rotation genügte. ihr. 
deutlich zu erhöhen. 

Der Ionenaustausch zwischen Blutkörperchen und Flüssigkeit 
wird, soweit er mit einer Veränderung des Kohlensáurepartiardrucks 
des Gasgemisches im Tonometer im Zusammenhang steht, durch & 
Rotation des Blutes begünstigt, da die Grenzfläche Gas— Bustpenam 
dadurch vergrößert wird. Die Hämolyse bei steigendem Kohlensiur- 
druck steht in Beziehung zu den dabei auftretenden Oberflicher- 
änderungen, sie muß also aus demselben Grunde auch durch die Re 
tation begünstigt werden. Enthält das Tonometer aber nur atmo. 
sphärische Luft, so wird das Ionengleichgewicht von Blutkörperchen 
und Flüssigkeit dadurch nicht gestört. Die hier bei der Rotation avi- 
tretende Hämolyse muß eine andere Ursache haben. 

Es handelt sich wahrscheinlich um elektrokinetische Erscheinungen 
bei Verschiebung der Flüssigkeit an der Grenzfläche Glas — Flüssigkt'' 
und Flüssigkeit—Luft. Diese Verschiebung ist außer von andern 
Faktoren abhängig von der Winkelgeschwindigkeit, mit der die Glas- 
wand bewegt wird. Mit der Verschiebung treten Potentialdifferenzer 
auf. Es entsteht vermutlich an der Grenzfläche Glas — Flüssigkri 
eine elektrische Doppelschicht, ebenso an der inneren Grenzflach 
Flüssigkeit— Luft. Für die elektrokinetischen Vorgänge ist die Natur 
der Phasen maßgebend. Diese ist in allen Versuchen die gleiche, nämlich 
auf der einen Seite der Flüssigkeit gasfórmig, auf der anderen ®t 
fest (Glas). Glas lädt sich gegen die bewegliche Flüssigkeit g- 
wöhnlich negativ auf. Die Zusammensetzung der flüssigen Das 
ist in den einzelnen Versuchen verschieden. Untersuchungen von 
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uyt!), Freundlich und Rona?) über die Größe von Strömungs- 
tentialen in Glaskapillaren ergaben eine Abhängigkeit der elektro- 
\etischen Potentialdifferenz für die Grenzfláche Glas— Wasser von der 
\sorbierbarkeit und Wertigkeit der Ionen der Lösung und von der 
ektrolytkonzentration. Während die Größe der elektrokinetischen 
tentialdifferenz, des Potentialabfalls zwischen der an der Wand 
ftenden Flüssigkeit und der inneren beweglichen Flüssigkeit von 
n verschiedenen Ionen beeinflußt wird, wird die Phasengrenzkraft, 
» Potentialdifferenz zwischen der festen Wand und der inneren 
weglichen Flüssigkeit nach den Untersuchungen von Haber und 
lemenstewicz3) besonders durch die H- und OH-Ionenkonzentration 
rändert. Außerdem ist für die elektrokinetische Potentialdifferenz 
ıch die Dielektrizitätskonstante von Wichtigkeit, worauf besonders 
reundlich hinweist. Die Dielektrizitätskonstante einer Lösung ist 
er um so größer, je größer ihre dissoziierende Kraft ist. Bei den 
olloiden besteht ein Zusammenhang zwischen der stabilisierenden 
irkung und der Dielektrizitätskonstante des Dispersionsmittels, und 
var sollen nach Perrin Flüssigkeiten, die stabile Sole liefern, hohe 
ielektrizitätskonstanten haben. Elektrokinetische Erscheinungen 
eten andererseits besonders bei Flüssigkeiten mit hohen Dielektri- 
tätskonstanten auf. 

Die an Glaskapillaren gemachten Beobachtungen über die Bildung 
on elektrokinetischen Potentialen können wahrscheinlich in Analogie 
ebracht werden mit den hier bei der Verschiebung verschiedener 
hasen gegeneinander auftretenden elektrokinetischen Erscheinungen. 
ese werden ebenfalls beeinflußt durch die Ionen der Lösung und 
urch die H-Ionenkonzentration. Es ist anzunehmen, daß die Bildung 
jeser Potentiale auch auf die Potentiale der Phasengrenze Dispersions- 
üttel—Kolloidkomplex einwirkt und daß der Austritt des Hámo- 
lobins mit dieser Wirkung auf die Körperchenoberfläche in ursäch- 
chem Zusammenhang steht. Die Annahme, daß die bei Verschiebung 
on Phasengrenzen auftretenden elektrokinetischen Erscheinungen 
uch die Größe des Potentials der Blutkörperchenoberfläche zu beein- 
lussen vermögen, gewinnt dadurch an Wahrscheinlichkeit, daß auch 
‘on außen durchgeschickte elektrische, konstante und faradische 
ttröme diese Oberflächenpotentiale zu verändern imstande sind). 

Während also für die Hämolyse außer der Anwesenheit bestimmter 
onen im Dispersionsmittel Und der Reaktion auch elektrokinetische 
Yorgänge eine Rolle spielen, bleibt das Volumen der Blutkörperchen 





1) Kruyt, Kolloidzeitschr. 22, 81, 1918. 

2) Freundlich und Rona, Freundlich, Kapillarchemie 1922, 
3) Freundlich, ebendaselbst 1922. 

1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 135, 224, 1923. 
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durch die letzteren ziemlich unbeeinflußt. Nach einer Rotation von 
10 Minuten sind bei einer beliebigen Kohlensäurespannung in der 
Regel die für die Blutkórperchenquellung maßgebenden Ionenverschir- 


bungen zu einem relativen Stillstand gekommen. Ebenso hat de 
Kohlensäurebindungsfähigkeit der Suspension nach dieser Zeit s- 


» 


wöhnlich einen definitiven Wert für die betreffende Spannung erreich'. 
Es ist bekannt, daß die Ionenadsorption an Oberflächen in sehr kurz: 
Zeit vor sich geht. Nach Freundlich stellt sich das Gleichgewic:: 
z. B. bei gut gepulverten Adsorbentien meist schon nach einigen \- 
kunden oder Minuten ein. Rührt man Adsorbens und Lösung dorch, 
einander, so nimmt die Adsorptionsgeschwindigkeit mit der Rühr- 
geschwindigkeit zu. Handelt es sich um schwerer zugängliche Ober- 
flächen, so kann sich der Adsorptionsvorgang über etwas längere Zeit 
hinziehen. In den hier mitgeteilten Versuchen genúgten 10 Minute 
Rotationsdauer, um konstante Werte für die gebundene Kohlensäur 


und das Blutkórperchenvolumen zu erhalten. Rotierte man bis m 


einer Stunde weiter und entnahm von Zeit zu Zeit eine Blutprobe zı: 
Untersuchung, so bewegten sich die Differenzen in den erhaltenen 
Werten gegenüber den nach 10 Minuten nur innerhalb der Fehler. 
breite (s. Versuchsprotokolle). 


Auch bei den elektrokinetischen Vorgängen findet man also da 
Auseinanderweichen der Wirkung auf Quellung und Hämolyse. we 
es bei den Anionen beobachtet wurde. Die Hämolyse wird durch di ` 
elektrokinetischen Erscheinungen begünstigt, während die Quellunz 


der Blutkörperchen und jedenfalls der Teil der Ionenverschiebunger: 
der durch Bestimmung der Kohlensäurebindungsfähigkeit der Suspen- 





sion gefaßt werden kann und wahrscheinlich auch mit der Quellun: ' 
im Zusammenhang steht, durch die elektrokinetischen Einwirkungen | 


unbeeinflußt bleibt. Es ist anzunehmen, daß lonenverschiebungen 


auch dem Auftreten der Hämolyse zugrunde liegen. Wie die Unter- | 


schiede in der Wirkung von Ionen und elektrokinetischen Erscheinungen 
auf Quellung und Hämolyse letzten Endes zustande kommen. Dit 
sich bei dem komplizierten und bisher wenig geklárten Bau eines Blut- 
körperchens nicht sicher entscheiden. Es wäre denkbar, daß es sich 
bei der im wesentlichen aus Hämoglobin (Rohonyi), Stroma und Lipeiden 
bestehenden Blutkörperchenoberfläche bei dem Vorgang der Hámolys: 
und Quellung um eine Wirkung auf verschiedene Zellkolloide handelt. 
Der zum Teil gegensätzliche Einfluß von Ionen und elektrokinetischtn 
Vorgängen auf Quellung und Hämolyse bei absolut identischen Ver- 


suchsverhältnissen ließe sich so erklären, daß die Quellung in ganz ` 


anderen Teilen des kolloidalen Blutkörperchengebäudes vor sich geht 
wie die Hämolyse und daß die Beeinflussung des einen Vorgangs den 
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leren sehr wohl ganz unbeteiligt lassen kann. Der physikalisch- 
mische Zustand des gesamten Blutkörperchens würde nach dieser 
nahme von dem Zustande der einzelnen, das Körperchen auf- 
ıenden Kolloide abhängen. l 


Zusammenfassung. 

1. Die Anionen begünstigen die Quellung menschlicher roter 
atkörperchen, die in isosmotischen Neutralsalzlösungen gewaschen 
d suspendiert wurden unter dem Einfluß zunehmender Kohlensäure- 
annung in der Reihenfolge: SO, < NO, < Cl. Bei Steigerung der 
}hlensäurespannung auf 20mm beträgt die Volumzunahme der 
srperchen bei Cl-Ionen 7 %, bei NO,-Ionen 2%, bei SO,-Ionen 0,5 %. 
e Unterschiede sind bei höheren Spannungen geringer. 

Die Kationen begünstigen bei Chloriden die Quellung in der Reihen- 
ge: Na < K< Mg < (Ca). Die Kationenwirkung ist bedeutend 
ringer als die der Anionen. 

Sind verschiedene Anionen und Kationen in der Lösung, so hängt 
ie Quellung hauptsächlich von den Anionen ab. 

2. Mit steigenden Kohlensäurespannungen wird die Suspensions- 
üssigkeit bei gewaschenen Blutkörperchen durch Hämolyse schwach 
färbt, je nach der Art der vorhandenen Ionen in geringerem oder 
ärkerem Maße. Für den Einfluß der Anionen auf diese Hámolyse ` 
ilt die Reihe: SO, < Cl < NO,, der Kationen die Reihe: Na < K 
< Mg < Ca. Die Wirkung der Alkaliionen tritt hinter der der Anionen 
urück. 

Enthält die Lösung verschiedene Kationen, so schwächen sie ihre 
Virkung gegenseitig ab. 

Die in den Neutralsalzlösungen gewaschenen und suspendierten 
3lutkórperchen erfahren also bei Zunahme der Wasserstoffionen- 
tonzentration durch Erhöhung der Kohlensäurespannung eine Quellung 
ınd Hämolyse, die außer von der Wasserstoffionenkonzentration auch 
on den übrigen Ionen der Lösung abhängig ist. Die für die Anionen- ` 
virkung auf Quellung und Hämolyse sich ergebenden verschiedenen 
Reihen sind um so auffallender, als in den einzelnen Versuchen Tem- 
peratur, Reaktion und Versuchsmaterial ganz die gleichen waren. 
Quellung und Hämolyse können demnach nicht Ausdruck desselben 
Vorgangs sein. Da durch die Erhöhung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration Quellung und Hämolyse gleichsinnig begünstigt werden und 
diese von der Reaktion abhängigen Erscheinungen mit Oberflächen- 
veränderungen in Zusammenhang gebracht werden können, zumal sie 
gleichzeitig mit anderen Oberflächenveränderungen auftreten, so wird 
einheitlicherweise auch die Anionen- und Kationenwirkung auf Quellung 
und Hámolyse auf Oberflichenveránderungen bezogen, zumal die 
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osmotische Theorie für die hier beobachteten Erscheinungen ke 
genügende Erklärung gibt. i 

3. Bei Blutkörperchen, die mit geringen Mengen isosmotik:ir 
Rohrzucker- oder Glucoselósung gewaschen werden, aber zuníds 
noch keine deutliche Agglutination zeigen, tritt mit zunehmen 
Kohlensáurespannung eine. immer stärker werdende Agglutinaúa 
Sedimentierungsgeschwindigkeit und Hämolyse auf. Volumbesz- 
mungen führten zu keinem eindeutigen Ergebnis. 

4. Bei längerer Rotation einer Blutkörperchensuspension in ep 
Tonometer kann ohne Kohlensäurezufuhr eine Hämolyse auftre:= 
die bei dem nicht rotierten Blute in der gleichen Zeit nicht aufm- 
und von den Ionen der Lösung abhängig ist. Diese Erscheinung w: 
auf elektrokinetische Vorgänge bezogen. Durch das Auftreten sokie 
elektrokinetischer Potentialdifferenzen wird zwar der Hámoglobs- 
austritt beeinflußt, nicht aber die Quellungsvorgänge. 

Wahrscheinlich ist der verschiedene Einfluß von Ionen und elektr- 
kinetischen Einwirkungen auf Quellung und Hämolyse bei ganz gleich: 
Versuchsbedingungen darauf zu beziehen, daß der Angriffspunkt ba 
der Hámolyse und Quellung ein verschiedener ist, daß es sich als 
um eine Wirkung auf verschiedene Oberflächenkolloide handelt, ar 
nicht in paralleler Weise beeinflußt werden. 






Versuchsprotokolle. 
I. 
Blutkörperchen mit NaCl-Lösung gewaschen (4 = — 0,565). 
l. CO,-Spannung . . ? 0 20,9 45,5 682 90,9 12,2 
Blutkörperchenvolumen 37,1 40,6 40,9 41,2 414 42% 
2. CO,-Spannung . .. 0 16,6 40,1 89,3 134, 
Blutkörperchenvolumen 31,8 34,6 35,1 35,4 28. 
3. CO,-Spannung . ... 0 17,9 48,5 ` 90,9 125,0 
Blutkörperchenvolumen 41,5 43,5 44,5 44,6 45,0 
Blutkörperchen mit NaNO,-Lösung gewaschen (4 = — 0,560). 
4. CO,-Spannung .... 0 24,6 54,7 95,6 
Blutkörperchenvolumen 27,4 28,0: 29,0 30,0 
5. CO,-Spannung . . 0 21,3 50,2 81,5 
Blutkörperchenv lumen 25,5 26,0 26,8 21,4 
Blutkörperchen mit Na,SO,-Lösung gewaschen (4 = — 0,555). 
6. CO,-Spannung . . . . 0 18,2 38,4 78,0 96,8 1%, 
Blutkörperchenvolumen 33,1 33,1 33,5 34,0 34,2 34,2 
7. CO,-Spannung . ... 0 21,8 40,2 64,0 74,0 1190 
Blutkörperchenvolumen 31,8 32,0 32,2 32,6 32,7 3,0 
8. CO,-Spannung .. . 0 19,1 404 676 75,1 M5 
Blutkomerchenvolumen: 34,0 34,2 34,4 34,6 34,6 35,3 
9. CO,-Spannung . . 0 170 50,9 83,2 114,3 14% 


Blutkörperchenvolumen 347 35,8 359 358 37 3 | 
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Blutkörperchen mit KClI-Lösung gewaschen (4 = — 0,560). 
C O- Spannung 0 36,5 57,9 
Blutkómperchenvolamen: 38,8 42,0 42,8 
C O,- Spannung i 0 16,2 33,6 54,2 73,1 93,0 
Blut körperchenvolimen: 39,8 42,1 43,2 44,3 44,8 45,1 
C O,-Spannung 9 10,4 297 43,4 70,0 84,8 
Blutkórperchenvolumen 34,6 38,0 38,9 39,4 39,9 40,4 
C O,-Spannung T 0 28,6 59,2 
Blutkörperchenvolumen 30,1 33,1 34,8 
Blutkörperchen mit MgCl,-Lösung gewaschen (4 = — 0,570). 
:- CO,-Spannung i 0 21,5 53,9 
Blutkórperchenvolumen 32,0 35,9 36,5 
>». CO,-Spannung y 0 26,0 58,7 90,2 115,4 
Blutkörperchenvolumen. 27,8 30,5 31,6 32,0 32,4 
Blutkörperchen mit MgSO,-Lösung gewaschen (4 = — 0,560). 
6. CO, -Spannung : 0 29,6 60,3 
Blutkórperchenvolumen. 29,0 29,0 30,8 
7. CO, -Spannung . 0 27,9 52,3 86,6 
Blutkórperchervolumen 21,4 21,5 21,8 22,0 
.8. CO,-Spannung ! 0 27,0 55,1 
Blutkórperchenvolumen 20,5 21,0 21,5 
19. CO,-Spannung sa 0 52,8 
Blutkórperchenvolumen 28,7 28,9 
Blutkörperchen mit CaCl,-Lösung gewaschen (4 = — 0,555). 
20. CO,-Spannung g 0 14,1 27,5 45,7 66,1 83,8 
Blutkórperchenvolumen 40,7 42,2 43,3 44,0 43,0 42,0 
21. CO,-Spannung . 0 21,9 49,3 
Blutkórperchenvolumen 42,1 43,9 45,1 
22. CO,-Spannung ei, Y 23,5 
Blutkörperchenvolumen 43,1 45,6 
23. CO,-Spannung g.. 0 29,3 61,2 
Blutkörperchenvolumen 35,1 38,0 37,5 
Blutkörperchen mit Ca(NO,),-Lösung gewaschen (4 = 0,555). 
24. CO,-Spannung i 0 34,8 56,5 
Blutkórperchenvolumen 25,0 25,5 27,5 
25. CO,-Spannung e 0 22,2 62,3 
Blutkórperchenvolumen 22,7 22,9 23,5 
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98,9 
43,0 
114,1 
45,6 
133,7 
41,1 


104,6 
35,3 


90,9 
37,0 
143,5 
32,8 


99,8 
30,5 
125,8 
21,7 
98,0 
21,8 
156,2 
29,3 


110,9 
42,1 
73,6 
45,3 
33,1 
46,0 

119,0 
33,5 


113,8 
27,2 
93,5 
23,0 


Blutkörperchen in isosmotischer NaCl-Lösung suspendiert im Ver- 
hältnis 0,2:10,0 ohne vorhergehendes Waschen. 


26. CO,-Spannung a 
Blutkórperchenvolumen 


Zeit nach der Ver- 
mischung in Minuten 


0 
5,5 


3 


32,2 65,2 
6,5 4,1 
15 30 


104,6 


6,3 


45 
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Blutkörperchen in isosmotischer CaCl,-Lósung suspendiert s7 
háltnis 0,2:10,0 ohne vorhergehendes Waschen. 


27. CO,-Spannung . . . 0 35,2 67,4 
Blutkörperchenvolumen 5,0 6,1 6,3 
Zeit nach der Ver- 

mischung in Minuten 5 15 30 


Blutkörperchen mit isosmotischer (NaCl: KCI = 1: 1)-Losung 
und darin suspendiert im Verháltnis 1:2. 
28. CO,-Spannung ... 0 31,4 71,8 
Blutkörperchenvolumen. 35,2 37,0 38,5 


Blutkörperchen mit isosmotischer (NaCl: KCI = 1:3)-Lösung 
und darin suspendiert im Verhältnis 1:2. 


29. CO,-Spannung . . 0 65,1 
Blutkörperchenvolumen. 33,0 36,2 
Blutkörperchen im eigenen Serum suspendiert. 

30. CO,-Spannung .... 0 32,9 64,9 
Blutkörperchenvolumen 41,0 43,9 44,3 

31. CO,-Spannung . . , 0 29,2 70,7 
Blutkórperchenvolumen 38,3 39,8 40,0 

32. CO,-Spannung . . .. 0 25,4 47,3 
Blutkörperchenvolumen 47,8 49,1 50,0 

33. CO,-Spannung . ... 0 35,5 81,6 
Blutkörperchenvolumen. 42,5 44,0 46,0 

34. CO,-Spannung . . N 0 30,7 51,1 
Blutkörperchenvolumen 44,3 45,0 46,8 

II. 
Blutkörperchen mit isosmotischer NaCl-Lósung gewaschen. 

35. CO,-Spannung . ... 0 Hämolysegrad 

21,8 
61,9 
90,2 
36. CO,-Spannung . ... 0 Hämolysegrad 0 
23,9 0 
58,9 0 
96,2 2 
37. CO,-Spannung .... 0 Hámolysegrad . . . . ..U 
26,3 d 
55,4 U 
96,2 ? 
38. CO,-Spannung .... 0 Hämolysegrad . . . ...® 
25,8 ü 
61,2 0 
89,0 ü 
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R Blutkörperchen mit isosmotischer KCl-Lósung gewaschen. 


„CO,-Spannun .... 0 Hämolysegrad . ..... 0 
26,8 0 
66,2 0 
99,2 | 5 
CO,-Spannung . ... 0 Hámolysegrad . . .... 0 
je 28,6 0 
58,2 0 
104,6 6 

«Blutkörperchen mit isosmotischer MgCl,-Lósung gewaschen. 
. CO,-Spannung . ... 0 Hámolysegrad . ..... 0 
ie 34,9 3 
68,9 11 
Al 111,5 17 
2 2. CO,-Spannun .... 0 Hämölysegrad . .....0 
26,0 0 
58,7 3 
90,2 17 
115,4 20 
143,5 25 

A Blutkórperchen mit isosmotischer CaCl,-Lósung gewaschen. 
Lä. CO,-Spannung .... 0 Hämolysegrad . ..... 0. 
ha 29,8 30 
64,8 ` 44 
d 100,8 60 
| 44. CO,-Spannung .... 0 Hämolysegrad . .... . 0 
8,5 20 
34,8 53 
92,0 * 69 
129,0 102 
45. CO,-Spannung .... 0 Hámolysegrad . .... . 0 
25,8 10 
74,2 25 
112,0 102 
46. CO,-Spannung .... 0 Hämolysegrad . . ....0 
29,3 28 
61,2 ' 60 
119,0 109 


Blutkörperchen mit isosmotischer (NaCl: KCI 
waschen. 


47. CO,-Spannung .... 0 Hämolysegrad . . .... 0 
31,4 0 
71,8 0 
110,2 0 

Blutkörperchen mit isosmotischer (NaCl:KCl = 1:3)-Lösung ge- 

waschen. k 

48. CO¿-Spannung .... 0 Hämolysegrad . ..... 0 
26,7 0 
65,1 0 
107,1 0 


ll 
TN 
= 
3 
5 
R 
E 
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Blutkörperchen mit isosmotischer (NaCl:CaCl, = 1: 1)-Lósuxg e 
waschen. 


49. CO,-Spannung .... 0 Hámolysegrad . . . . - .® 
16,9 8 
45,8 12 
61,9 15 
107,2 2 
143,9 23 


Blutkörperchen mit isosmotischer NaN O,-Lösung aan 
50. CO,-Spannung . ... 0 Hämolysegrad . . . - 
24,6 
54,7 
95,6 
51. CO,-Spannung .... 0 Hämolysegrad . .. . - 
21,3 
50,2 
87,8 
Blutkörperchen mit isosmotischer Na, SO,-Lösung en 


920909090 





52. CO,-Spannung .... 0 Hämolysegrad . . . . 0 
17,0 0 
50,9 1 
83,2 3 
114,3 4 
148,3 7 
63. CO,-Spannung . . .. 0 Hämolysegrad . 0 
31,9 0 
64,9 3 
102,1 4 
Blutkörperchen mit isosmotischer MgSO,-Lösung gewaschen 
54. CO,-Spannung . ... 0 Hämolysegrad . . .. . . 0 
29,9 11 
52,3 26 
86,6 40 
125,8 51 
55. CO,-Spannung . ... 0 Hämolysegrad . . .... 0 
27,0 11 
55,1 - 25 
98.0 38 
56. CO,-Spannung .... 0 Hámolysegrad . . . . ..0 
25,2 20 
52,8 39 
90,2 54 
Blutkörperchen mit isosmotischer Ca(N O,),-Lösung nn 
57. CO,-Spannung . ... 0 Hámolysegrad . . . . 0 
22,0 35 
62,3 32 
93,5 ER 
58. CO,-Spannung .... 0 Hämolysegrad . . . . . .0 
34,8 19 
56,5 25 


113,8 28 
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II. 
Blutkörperchen mit Glucoselösung gewaschen (4 = — 0,570). 
C O,„-Spannun .... 0 Blutkörperchenvolumen . . 53,0 
24,8 53,8 
54,4 55,0 
102,5 65,8 
Hämolyegrad .... 3 CO,-Volumprozent der Lösung 7,6 
22 7,6 
29 9,2 
47 18,7 
. CO,-Spannung .... 0 Blutkórperchenvolumen . . 31,5 
27,8 Ge 
53,5 30,5 
85,3 27,5 
Hámolysegrad .... 0 CO,-Volumprozent der Lösung 0 
3 2,1 
7 4,5 
14 6,2 
Blutkörperchen mit isosmotischer (Glucose: NaCl = 1: 1)-Lósung 
'ewaschen. 
31. CO,-Spannung .... 0 Blutkórperchenvolumen . . 24,0 
23,0 i 27,8 
48,4 29,4 
87,0 30,0 
Hämolysegrad . . . . O 
0 
0 
2 
Blutkórperchen mit Rohrzuckerlósung gewaschen (4 = — 0,560). 
62. CO,-Spannung .... 0 Blutkórperchenvolumen . . 20,2 
25,5 22,3 
61,9 22,3 
89,2 22,0 
Hámolysegrad .... 0 CO,-Volumprozent der Lösung 0 
5 , 6,0 
47 7,1 
59 10,5 
63. CO,-Spannung .... 0 Blutkörperchenvolumen . . 29,0 
21,5 29,0 
56,2 24,0 
| 93,7 26,6 
Hámolysegrad .... 0 CO,-Volumprozent der Lösung 0 
29 2,5 
100 3,4 
105 6,5 
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Blutkörperchen mit isosmotischer (Rohrzucker: NaCl = 1: irLëseg 
gewaschen. 


64. CO¿Spannung ..... 0 Blutkórperchenvolumen . . A 
21,4 5. 
53,6 23. 
85,3 _ 35,3 

Hámolysegrad . . . 0 

5 

11 

16 

IV. 


65. Blutkörperchen mit isosmotischer KCl-Lósung gewaschen. 
CO,-Spannung 22,5, Rotationsdauer 10 Minuten. 


Hámolysegrad: a) Blut ohne Paraffin aufgefangen und 


sofort zentrifugiertt . . .... . 0 
b) ohne Paraffin aufgefangen und 
21, Stunden später zentrifugiert. . 0 


c) unter Paraffin aufgefangen und 
21, Stunden später zentrifugiert. . 0 


CO,-Spannung 22,5, Rotationsdauer 50 Minuten. 


Hämolysegrad a) ........ ar ar ega .. 5 
D) 2. 22: a wenn. a. A A sar 140 
SEO A A AA ASE Al re 5 
CO,-Spannung 22,5, Rotationsdauer 2*/, Stunden. 
Hämolysegrad: a) . ......... EE 14 
7 ua a are E 14 
C) RA 16 
CO,-Spannung 101,3, Rotationsdauer + 10 Minuten. 
Hämolysegrad: a) . . . . 2 2 2 .. e 33 
DE o aaa ia a ee 30 
A a a . . . 33 
66. Blutkörperchen mit isosmotischer NaCl-Lösung gewaschen, ohne Kohlen- 
säurezufuhr. 
Rotationsdauer (Min.) . 5 10 35 55 15 
Hámolysegrad .... 0 0 2 3 4 
Blutkórperchenvolumen 12,7 12,8 12,7 12.3 
Blutkörperchen mit isosmotischer KCl-Lósung gewaschen. 
67. CO,-Spannung .... 0 29,1 
Rotationsdauer (Min.) . 10 20 30 70 
Hämolysegrad . .. 0 3 5 9 
Blutkórperc henvolumen. 18,1 19,0 18,9 19,6 
68. CO,-Spannung . . . . 55,6 111,8 139,0 
Rotationsdauer (Min.) . 10 30 60 70 150 160,0 
Hämolysegrad ... 2 3 5 10 14 22 
Blutkórperchenvolumen' 25,0 25,0 25,0 25,0 26.60 


CO,-Volumprozent der 
Suspension nasa e E 31,0 31,7 45,6 $5. 
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“T'omometer vor jeder Analyse frisch gefüllt. 


C O,-Spannun .... 47,7 96,9 113,3 175,5 184,5 
Zrotationsdauer (Min.) . 10 10 10 10 10 
Hämolyegad .... 0 0 7 16 21 
Blutkórperchen mit isosmotischer MgCl,-Lósung gewaschen. 
C O,-Spannung . . . . 90,0 | 
JRotationsdauer (Min.) . 10 30 45 
YHIämolysegrad die e O 6 9 
C O,-Volumprozent der 
Suspension . . . . . 42,7 40,8 
Blutkörperchen mit isosmotischer CaCl,-Lósung gewaschen, ohne 
ohlensáurezufubhr. 
l- JRotationsdauer (Min.) . 5 15 30 50 
Höämolysegrad .... 0 2 5 H 
2. CO,-Spannung . . . 34,4 
HRotationsdauer (Min. d . 30 60 120 160 190 
Hämolysegrad .... 28 36 41 41 42 
Blutkórperchenvolumen 22,5 21,5 21,0 
C O,-Volumprozent der 
Suspension . . . . . 35,4 34,2 33,4 
3. CO,-Spannung . . . . 62,1 102,8 
Rotationsdauer (Min. d . 10 20 40 50 80 
Hámolysegrad .... 16 22 37 43 51 
Blutkörperchenvolumen 26,5 26,4 26,2 27,6 
CO,-Volumprozent der 
Suspension . . . . + 44,3 41,7 47,4 
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Zur Analyse der pharmakologischen Wirkung des Stickoxy 
und der asphyktischen Narkose '). 






[Zugleich ein Beitrag zur Physiologie dee Lagesinns beim Frosch 
(Otolithenphánomen).] 


Von 


Heinrich Bart. 


(Aus dem Forschungsinstitut für experimentelle Therapie und Biocher.s 
der von Portheim-Stiftung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 9. April 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer früheren Veröffentlichung?) wurde von mir ausgesprocha, 
daß das Stickoxydul ähnlich dem Chloroform bakterizide Eigenschafta 
zeigt, daß also zwischen der pharmakologischen Wirkung des Stick. 
oxyduls und derjenigen des Chloroforms bzw. der Gruppe der lipad- 
lóslichen Narkotika gegenüber sogenannten niederen Lebewesen en 
deutlicher Parallelismus besteht. Die vorliegende Untersuchung x: 
zeigen, daß dieser Parallelismus auch für die Wirkung auf höher 
Lebewesen Geltung hat. 


Es konnte früher gezeigt werden, daß das Stickoxydul wie das Chlor- 
form nur dann auf ein- oder mehrzellige Mikroorganismen narkotisieren 
bzw. abtötend einzuwirken vermag, wenn dieselben sich im feuchten Žv 
stande befinden. Auch hinsichtlich des Grades ihrer Empfindlichkeit gege 
Stickoxydul reihen sich die Gruppen der untersuchten Mikroorganisme 
in derselben, Folge aneinander, wie dies dem Chloroform gegenüber gefunden 
wurde. An erster Stelle steht mit geringster Resistenz die Gruppe de 
Choleravibrionen, dann folgen die Typhus-, Paratyphus-, Enteritidis-Gärtoe- 
und Dysenteriebakterien, die Gruppen der pathogenen Staphylokokka 
und Streptokokken, sowie der Kolibazillus. Daran reiht sich der humar 
und bovine Tuberkelbazillus. Am resistentesten erwiesen sich die Davet- 
formen aerober und anaerober Mikroorganismen. 

Bei diesen Versuchen wurde weiterhin ermittelt, daß die Intenst: 
der antibakteriellen Wirkung direkt abhängt von der Höhe der Konsentrator. 
in welcher sich das Stickóxydul in der Umgebung der zu beeinflussenda 
Zellen befindet. Da dieser Befund in Analogie steht zu der bisherige 
Auffassung der narkotischen Wirkung des Stickoxyduls bei höheren Or 


1) Im wesentlichen wurde der Gegenstand dieser Arbeit auf der Ver 
sammlung deutscher Naturforscher und Ärzte Leipzig 1922 vom Verfax 
vorgetragen (vgl. auch Verhandl. d. Deutsch. pharmak. Ges. 1922, S. 1, 3. 

2) Arch. f. Hyg. 91, 1. 
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nismen, so glaube ich zur Annahme berechtigt zu sein, daß es ganz all- 
mein zum Zustandekommen einer biotropen Wirkung einer für jedes 
llsystem bestimmten, von dem jeweiligen Druck oder Partialdruck abhängigen 
ickoxydulkonzentration bedarf. Um die Befunde an Mikroorganismen 
ı sichern, wurden Kontrollversuche mit Stickstoff bis etwa 75 Atm. Druck 
ıgestellt, welche eindeutig zeigten, daß der reine Druck in dieser Höhe 
‚ch nicht imstande ist, unter den gleichen Bedingungen eine bakterizide 
ırkung zu entfalten!). | 

Ein weiterer Parallelismus besteht auch in der Tatsache, daß das 
tickoxydul in geringer Konzentration erregend auf Zellvorgänge einwirkt, 
ie dies von den anderen Narcoticis der Chloroformgruppe nach den Ver- 
ıchen von Hamburger?) und vielen anderen Feststellungen bekannt ist. 
je experimentellen Anhaltspunkte dafür werden durch die Versuche, 
elche schon Hatton?) mit den Bakterien des Fleischinfuses und Maumenét) 
ut Bierhefe anstellten, dargeboten. 

Ohne hier in eine Erörterung der Theorie der Narkose eintreten zu 
«len, sei noch einer experimentellen Feststellung kurz Erwähnung getan, 
aß nämlich die Löslichkeit dieses Gases bei zunehmendem Druck in Olivenöl 
»genüber derjenigen in Wasser verhältnismäßig größer wird. Die Steigerung 
er narkotischen Wirkung des Stickoxyduls geht also mit der durch seine 
ruckerhöhung hervorgerufenen Zunahme der Löslichkeit in Olivenöl?) 
arallel. Dieses Verhalten würde den Forderungen der Lipoidtheorie der 
¡arkose entsprechen. 


Im Gegensatz zu der entwickelten Auffassung, nach der sich die 
Virkungsweise des Stickoxyduls von derjenigen des Chloroforms und 
einer Gruppe nicht prinzipiell unterscheidet, hat Wieland®) vor kurzem 
us seinen Untersuchungen den Schluß gezogen, daß der Mechanismus 
er narkotischen Wirkung des Stickoxyduls zum Unterschied von 
emjenigen der ‚sogenannten echten lipoidlöslichen Narkotika‘““ innig 
nit der Sauerstoffaufnahme oder -verwertung durch die Nervenzellen 
erknúpft sei. Dieser Schluß gründet sich auf Versuche [vgl. bei Wieland, 
3.97, Versuch 1281”), durch welche bewiesen werden soll, daß der 


1) Neuerdings hat nun K. H. Meyer gezeigt, daß es wohl gelingt, Frösche 
æi einem Stickstoffdruck von 80 bis 90 Atm. zu narkotisieren. Nach dem 
)vertonschen Gesetz läßt sich leicht berechnen, daß sich pflanzliche Mikro- 
rganismen erst bei einer Stickstoffkonzentration, welche einem Druck von 
100 bis 1000 Atm. entspricht, hemmen lassen werden (vgl. Hoppe-Seylers 
leitschr. f. physiol. Chem. 126, 281, 1923. 

2) H. Hamburger, Physikalisch-chemische Untersuchungen über Phago- 
sten, Wiesbaden 1912, S. 186. 

3) Journ. of the chem. soc. 89, 243: 

t) Travail des Vins 1890, S. 220. 

5) Über die Methodik der Bestimmung des Teilungskoeffizienten bei 
erhöhtem Druck wird an anderer Stelle berichtet werden. Diese Unter- 
suchung ist mit Explosionsgefahr verbunden, da in Mischungen von Stick- 
oxydul mit Öl unter Druck unter Umständen durch Initialzündung heftige 
Explosionswirkungen hervorgerufen werden. 

$) Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 92, 96. 

"Le 


Ch 
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Sauerstoff der narkotischen Wirkung des Stickoxyduls unter bestimmten 
Bedingungen entgegenwirkt, daß es sich also bei der bisher angenon- 
menen Stickoxydulnarkose nur um eine Erstickung handelt. Widaz! 
schlägt deshalb vor, das Stickoxydul in eine Gruppe der sogenannter 
„betäubenden Gase‘ einzureihen. 

Es schien wünschenswert, durch weitere Versuche die Richtigkät 
der einen oder anderen Auffassung zu erweisen. 

Zunächst sei vorausgeschickt, daß schon Aubert!) an Hand ausgedehnt? 
Versuchsreihen, welche er mit Fröschen in von Sauerstoff befreiter Lu: 
anstellte, gezeigt hat, daß der Zeitpunkt des Eintretens der sogenanut-: 
„asphyktischen Narkose‘ sehr von der Versuchstemperatur abhängig * 
Da nun Wieland bei seinen Versuchen (vgl. S. 97, 114 und 115) kas 
Temperaturangaben macht, hielt ich es zunächst für geboten, Versuche n:: 
Fröschen in Stickstoff, Wasserstoff und Stickoxydul und einem Gemist. 
bestehend aus gleichen Teilen der letzteren beiden Gase, bei gewöhnlich“ 
Laboratoriumstemperaturen (18 bis 25°) neben Kontrollversuchen in Lui 
anzustellen. 


Diese Versuche haben mich dazu geführt, das Bild der beginnend“ 
Narkose beim Frosch genauer zu studieren und einen bisher noch nich! 
beschriebenen Symptomenkomplex zu entdecken, den ich als primin: 
narkotisches Stadium bezeichnen möchte, das dem sekundären Stadiu 
vorausgeht. 

Diese verschiedenen Stadien der Narkose treten in ganz ähnliche 
Form und Reihenfolge, auch bei Stickoxydul und vielen ander: 
Narcoticis in Erscheinung. 

Das primäre narkotische Stadium tut sich dadurch kund, daß Ir. 
dem Frosche nach kurzer Zeit der Stellreflexmechanismus beeinträchtif‘ 
wird. Sucht man z. B. Frösche nach etwa 5 bis 15 Minuten langer. 
Aufenthalt bei 18 bis 25% unter Luftabschluß in Rückenlage zu bringen 
so gelingt dies rascher und länger anhaltend, als bei den Kontrollen? 
in Luft unter sonst gleichen Bedingungen (vgl. experiment. Teil, Ver- 
such 12). Hierauf tritt ein bis jetzt meines Wissens noch nicht be- 
schriebenes Verhalten, welches von der Lage des Tieres im Rang 
abhängig ist, in Erscheinung. Dieses Phänomen wird dadurch charak- 
terisiert, daß die Augen, sobald der Frosch in Rückenlage gebracht 
und in dieser Situation horizontal hin und her geschüttelt wird, g 
schlossen werden, beim Verbringen in Bauchlage öffnen sich die Augen 
wieder. Typisch ist, daß selbst bei heftigem Schütteln des Kopfes It 
Rückenlage die Augen sich nicht öffnen, während unter gleichen Un: 
ständen dieselben in Bauchlage sich nicht schließen, abgesehen Vol 
etwa zeitweise erfolgendem Lidschlag. Bei Einwirkung des Luft 
abschlusses zeigt das Tier als weiteres Symptom in Rückenlage Atont 


1) Pflügers Arch. 26, 315, 1881. 
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er Extremitäten (oft zuerst einseitig), welche nach Verbringen in 
auchlage vorerst wieder aufgehoben wird, um nach Verbringen in 
‚ückenlage wiederzukehren. Sowohl für den Lidschluß als auch für 
ie Erschlaffung der Muskulatur scheinen Schüttelbewegungen einen 
ewissen Einfluß zu haben, wenigstens ruft Schütteln in Rückenlage 
en Lidschluß und die Atonie leicht hervor, wenn sie ausnahmsweise 
inmal ausbleiben. Wenn die Tiere nach einiger Zeit spontan in normale 
tellung zurückkehren, lassen sie sich leicht wieder in Rückenlage 
ringen. Mit der Analyse des Mechanismus dieses Symptomenkomplexes 
in ich noch beschäftigt, ich glaube aber jetzt schon, gestützt auf die 
on Magnus!) beim Warmblüter gemachten Erfahrungen, aussagen 
u können, daß es sich dabei um Vorgänge handelt, welche mit den 
'unktionen des Otolithenapparates zusammenhängen. Ich nenne aus 
iesem Grunde den Symptomenkomplex im Verlaufe dieser Arbeit 
urz: „Otolithenphänomen‘“?). 

Bei weiterer Vertiefung des narkotischen Zustandes verändert 
ich das Bild, die Atmung wird nach einiger Zeit sehr schwach oder es 
eigt sich länger anhaltende Apnoe. Die Zeitspanne, welche vom Ver- 
ringen in Rückenlage bis zum selbständigen Umdrehen verfließt, 
vird immer länger. Endlich sitzt das Tier, in Bauchlage gebracht, 
ucht mehr normal, sondern liegt mit Bauch und Kinn platt auf, viel- 
eicht zeigt sich noch einigemal krampfartiges, kurz‘ anhaltendes Aus- 
trecken der hinteren Extremitäten (Erstickungskrämpfe ?). Endlich 
zelingt dem Tiere ein selbständiger Umdrehungsversuch überhaupt 
ucht mehr. Das Otolithenphänomen klingt immer mehr ab, es tritt 
vald vollkommene Lähmung der Augenlider ein. Auch die Extre- 
mitäten bleiben allmählich, sowohl in Rücken- als auch in Bauchlage, 
atonisch, was sich besonders beim Hin- und Herbewegen der Tiere 
geltend macht. Nach Ablauf einer bestimmten Zeit verfällt der Frosch 
mn einen Zustand der vollkommenen Akinesie. Das Tier befindet sich 
jetzt in dem Stadium der „asphyktischen Narkose‘ Auberts. Dieses 
kann bis zum Eintritt des Todes von längerer oder kürzerer Dauer 
sein, doch ist auch dann noch bei Unterbrechung der Narkose Erholung 
möglich. In den Tabellen I und II (experimenteller Teil) ist als primäres 
Stadium der asphyktischen Narkose ein Zustand bezeichnet, der charak- 
terisiert ist durch abnorm langes Bestehenbleiben der Rückenlage, 
Ötolithenphänomen, dabei aber doch noch Umdrehungsversuche 





1) Pflügers Arch. 186, 6, 1921 und 194, 407, 1922. 

3) Es war von Interesse, festzustellen, ob dieses Phänomen auch bei der 
Wirkung der Narkotika im allgemeinen in Erscheinung tritt. Bei Stickoxydul 
— wie aus dem weiteren Verlauf der Arbeit hervorgeht — und einigen anderen 
Narcoticis konnte ich dies bereits feststellen. Es soll in einer späteren 
Publikation darüber eingehend berichtet werden. 


118 . H. Bart: 


sowie Auftreten von Atembewegungen. Als sekundáres Stadium der 
asphyktischen Narkose (von Aubert als ,asphyktische Narkose“ b- 
zeichnet) ist in den Tabellen die vollkommene Akinesie gemeint. 

Andeutungen eines dem primären Stadium der Narkose ähnlichen 
Bildes können unter Umständen auch normale Frösche, aber nur tr: 
Temperaturen um 3° zeigen. Ein dem sekundären Stadium der asphri- 
tischen Narkose ähnliches Bild kann man in Luft nur bei noch niedrigere: 
Temperaturen erhalten. 

Es soll nicht unerwähnt bleiben, daß, durch individuelle ke 
schiedenheiten bedingt, der Zeitpunkt des Eintritts des primar: 
Stadiums der asphyktischen Narkose bei Sauerstoffabschluß =: 
manchmal etwas hinausschiebt, jedoch hatte ich bei meinen Versuche 
bei Temperaturen über 18° niemals beobachtet, daß es länger als te: 
20 Minuten dauerte, bis diese Narkoseform in Erscheinung tritt. Nai. 
diesen Feststellungen war also gesichert, daB Frösche bei höher 
Temperaturen, z. B. 18%, gegen Sauerstoffabschluß durchaus nicht = 
unempfindlich sind, als man auf Grund des Wielandschen Versuche: %: 
(S. 115) annehmen könnte. | 

Ein ganz ähnliches Verhalten wie in Wasserstoff zeigten die Frësch 
in Stickoxydul bei höheren Temperaturen, was aus den Versuchen +. 
und 9b (vgl. Tabelle I, experimenteller Teil) hervorgeht. Bei höher: 
Temperaturen wirkt also Stickoxydul wie Wasserstoff, wir haben da: 
Bild der primären und sekundären asphyktischen Narkose, ganz ander: 
aber bei tiefen Temperaturen. Hierbei tritt die reine Stickoxydulnartos 
selbst dann ein, wenn neben Stickoxydul ein Sauerstoffpartialdruck rr 
handen ist, der über das zur Atmung gerade notwendige Maß weit son: 
geht (vgl. S. 120 und Tabelle Illa, Versuch 146 und 147). 

Von prinzipieller Bedeutung ist es aber, daß bei Fröschen in Stick: 
oxydul ohne Sauerstoff die Stickoxydulwirkung immer mehr gegenúb:: 
der asphyktischen Wirkung des Sauerstoffmangels in den Vordergrund 
tritt, je niedriger die Temperatur ist. Bei steigender Temperatur 
kommt es immer mehr zu einem Zusammenwirken des Stickoxydul: 
und der Asphyxie, bis endlich bei Temperaturen von etwa 25° und mehr 
die asphyktische die Stickoxydulwirkung in den Hintergrund dräng- 

Bei feinerer Beobachtung läßt sich also die narkotische Wirkun: 
des Stickoxyduls auch bei Sauerstoffabschluß trotz des gleichzeitig 
bestehenden asphyktischen Einflusses nachweisen. 

Wieland beobachtete nun Frösche in Gemischen von Stickoxvdu! 
zu gleichen Teilen mit Wasserstoff einerseits sowie Sauerstoff anderer- 
seits und stellte dabei fest, daß die narkotische Wirkung des Stick 
oxyduls bei 1, Atm. Partialdruck sich nur entfalten kann, wenn dieses 
Gas mit Wasserstoff zu gleichen Teilen gemischt worden ist, daß bin- 
gegen ein narkotischer Effekt durch Stickoxydul nicht hervorgerufen 
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erden kann, wenn an Stelle des Wasserstoffs Sauerstoff unter sonst 
leichen Bedingungen zur Anwendung gelangt, daß also die Gegenwart 
on Sauerstoff das Zustandekommen einer Stickoxydulnarkose ver- 
indert. 

Demgegenüber fand ich nun, daß Frösche im Gemisch von Stick- 
xydul und Wasserstoff bei 20% sich gerade so verhalten wie im Wasser- 
Loft oder Stickstoff allein: sie zeigen das primäre und sekundäre 
tadium der asphyktischen Narkose, wie aus den Versuchen 8, 10 
nd 13 (vgl. experimenteller Teil, Tabelle I) hervorgeht. 

Da also die Wirkung eines Stickoxydul-Wasserstoffgemisches auf 
rösche von derjenigen des Sauerstoffabschlusses allein bei 20° nicht 
u unterscheiden ist, kann auch ein Vergleich des Wasserstofís mit 
inem Stickoxydul-Wasserstoffgemisch bei dieser Temperatur nicht 
orgenommen werden. Daß in einem Stickoxydul-Sauerstoffgemisch 
50:50) der Frosch keine narkotischen Symptome zeigt, liegt nur 
aran, daß bei so niedrigem Partialdruck des Stickoxyduls die not- 
rendige Konzentration in den für die Narkose in Betracht kommenden 
‚elien nicht erreicht wird. Es kann bei 20% und mehr der Sauerstoff- 
ehalt sogar bis herab auf ungefähr 5%, verringert werden und der 
tickoxydulgehalt des Gasgemisches auf annähernd 95%, bei 20% 
rhöht werden, ohne daß sich das Bild erheblich ändert. Durch eine 
lerartige Erhöhung des Stickoxydulpartialdrucks wird in der Regel 
ei 20° und mehr der Stellreflexmechanismus beeinträchtigt, aber noch 
icht vollständig aufgehoben, es tritt also noch keine tiefe Stickoxydul- 
ıarkose mit Akinesie ein (vgl. Versuch 46 und 47, Tabelle I). 

Meinen Versuchen stehen nun die Wielandschen!) Versuche 128b 
owie 95b und c gegenüber. In meinen Wasserstoffversuchen zeigen 
lie Frösche schon nach längstens 10 Minuten abnormes Verhalten, 
während in dem entsprechenden Versuche Wielands (95c) der Frosch 
elbst nach Ablauf von 264 Minuten sich noch vollkommen normal 
erhielt und nichts Besonderes wahrzunehmen war. Aus meinen Ver- 
juchen 11 und 9a ist zu ersehen, daß das Verweilen in reinem Wasser- 
toff bei einer Temporaria nach 180 Minuten und einer Esculenta nach 
281 Minuten ähnlich wie im Stickoxydulversuch (9b) oder im Stick- 
xxydul-Wasserstoffgemisch (13) tödliche Narkose hervorrufen kann. Es 
besteht also ein Gegensatz zwischen meinen Versuchen und denjenigen, 
welche Wieland (128b, 95b und c) anführt. 

Um die bestehende Diskrepanz meiner Versuche mit denjenigen 
Wielands aufzuklären, wurden obige Experimente mit Rana esculenta 
nochmals bei tieferen Temperaturen (3 bis 4%) und später bei 9 bis 10% 
wiederholt. Es stellte sich heraus, daß Frösche in Wasserstoff, d. h. 





1) Arch. f. exp. Path, u. Pharm. 92, 97 u. 115. 
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unter LuftabschluB, auch von 18% bis herab auf 3% zuerst das Stadium 
der primären und darauffolgend dasjenige der sekundären asphyktischer 
Narkose zeigen. 

In einem aus gleichen Teilen Stickoxydul und Wasserstoff te- 
stehenden Gasgemisch ließen Frösche bei 3 bis 10% etwas stärker 
narkotische Effekte erkennen, als dies reiner Wasserstoff zu bewirke 
vermag. Diese Erscheinung rührt davon her, daß bei tieferen Temp 
raturen eine Kombination der Stickoxydulwirkung mit dem Einf 
des Sauerstoffabschlusses schon bei einem Stickoxydulpartialdrma . 
von 1, Atm. eintritt, welcher wohl mit einer bei diesen tiefen Temp- 
raturen erhöhten Löslichkeit des Stickoxyduls zu erklären ist. k 
kann, gestützt auf biologische Erfahrungen, im besonderen bei Pe- 
rücksichtigung der Versuche Mansfelds!), zur Klärung der angeführt 
narkotischen Wirkung nicht ausgeschlossen werden, daß der Wirkung- 
effekt zum mindesten in einer Summation besteht. Dazu komnt. 
daß die geringe narkotische Wirkung des Stickoxyduls, die bei Misch? 
mit Sauerstoff zu gleichen Teilen zwischen 3 bis 4% bis zu 10 r- 
stande kommt, nur mit Hilfe der genaueren Beobachtung des Stel- 
reflexmechanismus nachgewiesen werden kann, welche weiter unten 
geschildert werden soll. Mittels einer verfeinerten Beobachtungsmethe* 
ließ sich verhältnismäßig leicht anschaulich machen, daß Stickoxydil 
unter den gleichen Bedingungen in Konzentrationen, welche Partisi- 
drucken von 1, bis 1 Atm. entsprechen, eine allmähliche Zunahn: 
der Wirkungsstärke zeigt, gleichgültig, ob dieses Gas in Gegenwan 
von Wasserstoff oder ob es in Gegenwart von Sauerstoff, die in at- 
nehmenden Partialdrucken von 1, bis 0 Atm. vorhanden sind, einwirk!. 
Ein Unterschied besteht nur darin, daß bei den Mischungen ohne 
Sauerstoff (d. h. Stickoxydul allein oder in Mischung mit Wasserstoff 
der Einfluß des Sauerstoffabschlusses noch als eine die narkotische: 
Wirkungen verstärkende Komponente in Betracht kommt, während 
bei Mischungen des Stickoxyduls mit Sauerstoff nur die reine Stick- 
oxydulwirkung in Erscheinung tritt. | 

Die Ursache der Differenzen der Stickoxydulwirkung bei höheren 
und niedrigeren Temperaturen hängt sicher damit zusammen, daß die ` 
Löslichkeit dieses Gases in den für die Narkose in Frage kommenden 
Zellsystemen, entsprechend dem Verhalten in Öl-Wassergemisch, beim 
Sinken der Temperatur erhöht wird, in gleicher Weise wie dies auch 
für die meisten sogenannten echten lipoidlóslichen Narkotika gilt. £s 
ist also die narkotische Wirkung des Stickoxyduls eine Funktion seine 
Partialdruckes. Da das Stickoxydul bei Atmosphärendruck eben: 
wie die Dämpfe der leichtflüchtigen Vertreter dieser Gruppe dem 


1) Pflügers Arch. 129, 69, 1909. 
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nry- Daltonschen Gesetze gehorcht, ist nicht einzusehen, wodurch die 
ı Wieland behauptete Abweichung in dem Verhalten gegenüber 
östem Sauerstoff oder dessen Verwertung bedingt sein soll. 

Auf Grund meiner Versuche muß ich behaupten, daß die Wirkung 
s Stickoxyduls auf Frösche in einer Mischung von Stickoxydul und 
uerstoff zu gleichen Teilen und die Wirkung des Stickoxyduls in 
mischen von Stickoxydul und Wasserstoff zu gleichen Teilen bei 
mperaturen von 25° bis herab auf etwa 3° ein und dieselbe ist, nur 
mmt im Falle des Sauerstoffabschlusses schon frühzeitig das primäre 
adium der asphyktischen Narkose noch dazu und kann die Wirkung 
s Stickoxyduls vertiefen. 

Wieland ist die Wirksamkeit des Stickoxyduls in Mischung mit 
vuerstoff (50 : 50) entweder entgangen, weil er nur. bei höheren Tempe- 
turen gearbeitet hat, oder weil es ihm mit Hilfe seiner Methodik nicht 
öglich war, die geringfügige narkotische Wirkung des Stickoxyduls 
it 1/, Atm. Partialdruck bei tieferen Temperaturen nachzuweisen, 
3 sich diese nur durch feinere Beobachtung, z. B. durch die hier 
ıgewandte Prüfung des Stellreflexmechanismus, feststellen läßt. 
uf diese Weise war die narkotisierende Wirkung des Stickoxyduls 
ı meinen Versuchen sogar bei Gegenwart von 50% Sauerstoff bei 
ieferen Temperaturen in der Regel noch nachweisbar. Wendet man 
tatt des Sauerstoffs 50%, Wasserstoff an, so addiert sich zu der 
tickoxydulwirkung die vorbereitende Wirkung des Sauerstoffmangels 
uf die in Betracht kommenden Zellen. 

Es würde sich eigentlich erübrigen, des weiteren auf die Wirkung 
es Stickoxyduls auf anoxybiotische Prozesse einzugehen, wenn ich 
icht schon bei meinen früheren Untersuchungen!) dargetan hätte, 
laß das Stickoxydul unter bestimmten Bedingungen auch auf anoxy- 
dotische Prozesse narkotisierend einzuwirken vermag. Damals wurde 
estgestellt, daß es bei Erhöhung der Stickoxydulkonzentration durch 
Steigerung des Druckes, z. B. auf 30 Atm., bei 10 bis 37° gelingt, in 
Bouillon suspendierte Sporen anaerober Mikroorganismen im Wachstum 
tu hemmen, ohne diese Dauerformen dabei abzutöten, während die- 
selben z. B. bei einer Stickoxydulkonzentration, die einem Druck von 
l Atm. unter sonst gleichen Voraussetzungen entspricht, auszukeimen 
vermögen. 

Es sei hier beiläufig erwähnt, daß durch diese Feststellung ein- 
deutig gezeigt wurde, daß einzellige obligate Anoxybionten narkoti- 
sierbar sind, ein Befund, der als wichtiges Argument gegen die von 
Kisch?) zugunsten der Verwornschen Erstickungstheorie auf Grund 





1) Arch. f. Hyg. l. c. 
2) Zeitschr. f. Biol. 60, 399, 1913 


122 H. Bart: 


von Versuchen mit Alkohol an Spirosttomum.und Opalina vorgebrachte 
Annahmen angesehen werden muß. Es war also danach wahrscheinlich. 
daß das Stickoxydul auch dem für die lipoidlöslichen Narkotika k- 
kannten Overtonschen Gesetze!) gehorcht, nach welchem Würmer eine 
etwa dreimal höheren und pflanzliche Organismen einer etwa Sch 
bis zehnmal höheren Konzentration zur Narkose bedürfen als Kau- 
quappen. Um dies zu prüfen, wurde die narkotische Grenzkonzentratia 
von Stickoxydul für Kaulquappen bei 21° und einem Partialdrıi 
von 2,5 bis 3,5 Atm. ermittelt. 

Damit waren die experimentellen Grundlagen gegeben, um n 
errechnen, bei welchem Stickoxyduldruck einerseits Würmer un 
andererseits Pflanzenzellen, z. B. Bakterien und Hefezellen. narkoti- 
sierbar sind. Besteht eine Analogie zwischen der narkotischen Wirkun; 
des Stickoxyduls und Chloroforms, so mußte diese für Würmer un- 
gefähr bei 9 bis 10 Atm. und für Pflanzenzellen bei 20 bis 25 Atm 
bei 21° eintreten. Aus dieser Überlegung ergibt sich ohne weiteres, 
daß die Stickoxydulkonzentration, mit welcher Wieland die Narkos 
von Spulwürmern und Paramäcien durchzuführen versuchte, zu niedrig 
gewählt war, dagegen wurde der Versuch 1?) zur Narkose der Askariden 
mit Alkohol von Wieland mit einer zu hohen Alkoholkonzentratim 
angestellt. Grundbedingung für den Vergleich der Narkotika ist, dab 
sie in ihrer Grenzkonzentration zur Anwendung gelangen. 

Für Bakterien hatte ich bei den früher schon erwähnten Versuche: 
gefunden, daß im allgemeinen eine Stickoxydulgrenzkonzentration. 
die einem Druck von 20 bis 30 Atm. bei 21° entspricht, zur Narkox 
ausreichend ist3). Auch wurde von mir bei früher ausgeführten, noch 
nicht publizierten Versuchen gefunden, daß Hefen unter denselben 
Bedingungen narkotisiert werden. Untersucht wurden Saccharomyces 
cerevisiae und ellipsoideus. 

Um die Bestimmung der zur Narkose von Wiirmern erforderlichen 
Stickoxydulkonzentration durchzufúhren, habe ich zwei Kategorien 
von Tieren zu den Versuchen herangezogen. Verwendet wurde der 
fakultative Anaerobier Hämopis, daneben die sogenannten obligaten 
Anaerobier Ascaris mystax und Ascaris megalocephala. Wegen der 
schweren Zugänglichkeit des Ascaris lumbricoides vom Menschen 
konnten nur die erwähnten Wurmarten zu den Versuchen herangezogen 
werden. Alle untersuchten Würmer waren narkotisierbar. Es wurde 
festgestellt, daß die zur Narkose notwendige Stickoxydulkonzentration 
für den fakultativen Anaerobier Hämopis bei 21% etwa 8,5 Atm., für 


1) Overton, Studien über die Narkose. Jena 1901. 
2) Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 92, 99. 
3) Arch. f. Hyg. Le 
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obligaten Anaerobier Ascaris mystax und megalocephala bei 39° 
ra 12 Atm. beträgt. Gleichzeitig wurden Kontrollversuche aus- 
ührt, welche die Indifferenz dieser Wurmarten gegenüber Drucken, 
- von 13 Atm. Stickstoff entfaltet werden, erwiesen. 

Es konnte also ebensowenig bei diesen Versuchen an Anaerobiern, : 
auch bei jenen Feststellungen an Fröschen ein experimenteller 
fund erhoben werden, der gegen die Auffassung spräche, daß der 
:chanismus der Stickoxydulwirkung mit demjenigen der lipoid- 
lichen Narkotika wesensgleich ist. Danach besteht auch keine Ver 
lassung, das Stickoxydul aus der Reihe der lipoidlöslichen Narkotika, 
e Wieland es fordert, herauszunehmen und es in eine sogenannte 
uppe der betäubenden Gase einzureihen. 


Experimenteller Teil. 

Die Versuchsapparatur entsprach im wesentlichen der Versuchs- 
ordnung Wielands. Zu den Versuchen wurden Pulverflaschen ver- 
endet, in welche mit Hilfe einer pneumatischen Wanne die Gase 
‚wie die Versuchstiere eingebracht worden waren. Der Wasserstoff 
urde vor der Benutzung gründlich mit alkalischer Pyrogallollösung 
on beigemengten Sauerstoffresten befreitl). Das verwendete Stick- 
xvdul entstammte einer Stahlflasche des Handels und war für vor- 
genden Zweck eigens hergestellt worden, es wurde durch Analyse 
ls vollkommen rein befunden. Vor der Füllung der Pulverflaschen 
it Gas wurde die pneumatische Wanne und die Flaschen mit aus- 
ekochtem, in Stickstoff abgekühltem Wasser gefüllt. Zu den Ver- 
achen kamen nur Flaschen mit gut eingeschliffenem Glasstopfen, 
nit Exsikkatorenfett eingedichtet, zur Anwendung. Vor den Ver- 
uchen wurden die Tiere in etwas Wasser von der Versuchstemperatur 
ine halbe Stunde lang eingesetzt und sodann die Lungenluft unter 
Nasser ausgepreßt. | 

Im Laboratoriumsraum wurde eine etwas höhere Temperatur, als 
wi den Versuchen erforderlich, unterhalten, damit die Versuchsgefäße, 
venn sie aus dem Wasserbade herausgenommen wurden, sich nicht 
ınter die Versuchstemperatur abkühlten. 


A. Froschversuche bei 18 bis 25°. 


Aus dem Protokoll des Versuchs 12 und den auf Tabelle I angeführten 
Versuchen ist ohne weiteres das Verhalten von Rana temp. und Rana 


1) Es empfiehlt sich für die Versuche nur solches Stickoxydul zu 
verwenden, welches durch Verflüssigung und fraktionierte Destillation 
von beigemengten Gasen befreit worden ist. Im Laboratorium aus 
Ammoniumnitrat selbst hergestelltes Stickoxydul enthält in der Regel 
schwankende Mengen von Stickstoff, da ein Teil des Ammoniumnitrats 
sich immer unter Stickstoffentwicklung zersetzt. 


124 H. Bart: 


esculenta gegenüber Luftabschluß, Stickoxydul sowie Stickoxydul -Wass 
stoffgemischen (50 : 50) und verschiedenen Stickoxydul-Sauerstoffgemische 
bei 19 bis 25° im einzelnen zu ersehen. 

Die Kontrollversuche in Luft und Wasserstoff-Sauerstoffgemisch (50:3 
Nr. 40 und 408 (vgl. Tabelle I) wurden in dem Versuchsgefäß mit: kleinza 
Rauminhalt (550 ccm) ausgeführt, um zu demonstrieren, daß der Sauerst 1 
verbrauch sowie die Kohlensäureausscheidung selbst bei öfterem Bew 
des Tieres zu gering waren, um die Eindeutigkeit der Hauptversuch- x 
beeinträchtigen. 

Voraussetzung für das Gelingen der Versuche in Gasgemischen, we.: 
Wasserstoff enthalten, ist der absolut sichere Verschluß der Stó pselflasc! 

Interessant war aber andererseits die Beobachtung, daß bei etwa! 
eine Wasserstoffatmosphäre selbst mit einem Gehalt von ungefähr '* 
Sauerstoff schon die Lebensvorgänge beeintráchtigte und bei 2 9, Sauer; 
nach 3 Stunden Narkose bzw. Tod eintrat (vgl. Versuch 41, 54, 43 und a 
Tabelle I). Daß es sich auch hierbei vor Eintritt des Todes um eine asphik 
tische Narkose, d. h. um einen infolge Sauerstoffmangels hervorgeruiz4a 
akinetischen Zustand mit Aufhebung der Reflexe handelte, scheint aut 
Zweifel, da die entsprechenden Kontrollversuche in Stickstoff da=. 
Resultat ergaben. Diese Tatsache ist bemerkenswert, da man bisher rá 
Pflüger und Aubert annahm, daß der Frosch, besonders bei tieferen Ten 
peraturen, ein sehr viel geringeres Sauerstoffbedürfnis hätte 1). Auffallend 
war, daß die Frösche, welche in diesen Gasgemischen mit niedrigem Saxr- 
stoffgehalt in den Zustand der asphyktischen Narkose übergehen, =) 
aufblähen, im Gegensatz zu Fröschen in Gasgemischen ohne Sauertf. 
z. B. Wasserstoff oder Stickstoff. 

Es sind Versuche im Gange über das Verhalten des Frosches in (= 
gemischen mit niedrigen, konstant gehaltenen Sauerstoffpartialdruckir. 
sowie seinen Gaswechsel unter diesen Bedingungen. 

Versuch 12. 17. Mai 192 
Wasserstoff. 
Temperatur im Laboratorium 19%. Temperatur im Versuchsgefäß 1%. 


Gefäßrauminhalt = 550 cem. 
Rana esculenta (Gewicht 23 g). 










Beginn: 

3h40'. Frosch eingebracht, normale Atembewegungen, läßt sich nicht 3 
Rückenlage bringen. Zeigt beim Drehen des Gefäßes Abwel:- 
bewegungen. 

3 47. Kann von jetzt ab rascher in Rückenlage gebracht werden als dr 
Frosch des Versuchs 40 (vgl. Tabelle I) in Luft. ( 

3 54. Schwacher vergeblicher Umdrehungsversuch. Die Erholung gi 
langsamer von statten als bei dem Luftfrosch. | 

3 55. Selbständige Umdrehung, konnte sofort wieder in Rückenlax® | 
gebracht werden. 

3 59. Lebhafte Umdrehung mit Schnappen, deutliche Dyspnoe, sicht 
wieder in Rückenlage gebracht. | 

4 00. Lebhafte Umdrehung mit Schnappen, deutliche Dyspnoe, sn 
wieder in Rückenlage gebracht. 

4 01 bis 4h09'. Kein verändertes Verhalten. Tier mit geschlossenen Augen 
in Rückenlage. Atonie der rechten hinteren Extremität. 


1) Pflügers Arch. 17, 344. 
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4 10. Selbständige Umdrehung und Öffnung der Augen, sowie Aufhebwj 
der Atonie, leicht wieder in Rückenlage, wobei sich die Augen wieder 
schließen. Der Frosch zeigt, während er auf dem Rücken hin und‘ 
her bewegt wird, Atonie der hinteren Extremitäten (Otolithez 
phänomen, komplett). 

4 11. Extremitäten kurz ausgestreckt, Selbstumdrehung gelingt nicht. 

4 16. Lebhafte Umdrehung in Sitzstellung, Öffnung der Augen, konm 
sofort wieder in Rückenlage gebracht werden. 

4 17. Erfolglose Umdrehversuche, Dyspnoe. 

4 23. Selbständige Umdrehung, sitzende Stellung, leicht wieder in Rück 
lage, Augen geschlossen (Otolithenphánomen). 

4 27. Beim Rütteln des Gefäßes hüpfende Bewegungen, in Sitzstellmz 
Augen offen, leicht wieder in Rückenlage gebracht (Otolither. 
phänomen). 

4 30. Lebhaftes Hüpfen, kurze krampfartige Streckung der hintere 
Extremitäten. Dyspnoe. 

4 31. Selbständige Umdrehung, leicht wieder in Rückenlage (Otolithen- 
phänomen). 

4 36. Lebhafte, erfolglose Umdrehungsversuche, Dyspnoe. 

4 40. Lebhaftes, krampfartiges Strecken der hinteren Extremitäten. dreit 
sich um, jedoch leicht wieder in Rückenlage (Otolithenpháncmen; 

4 44 bis 4653’. Lebhaftes, krampfartiges Strecken der hinteren Extrem 
täten, dreht sich um, jedoch leicht wieder in Rückenlage (Otolitbe- 
phänomen). 

4 54. Lebhaftes, krampfartiges Strecken der hinteren Extremitäten. 

4 58. Erfolglose Umdrehversuche. 

4 58 bis 7b00'. Atembewegungen allmählich seltener. Das Otolithen- 
phänomen zeigt sich nur noch undeutlich, d. h. die Augen bleibe 
nunmehr auch in Bauchlage geschlossen; auch bleibt in dies 
Situation die Atonie der Extremitäten zeitweilig bestehen. Fresh 
geht in den akinetischen Zustand über, Herzschlag von außen noch 
sichtbar. 

7 00. Frosch herausgenommen, zeigt keine Reflexerregbarkeit von de 
Haut aus. Erträgt auch Kneifen ohne Reflexauslósung. Eben« 
Kornealreflex negativ, Blutzirkulation in den Schwimmhäuten noch 
in Funktion. Parese der Extremitäten. 


18. Mai 1922. 
9h 30’ morgens. Frosch vollkommen erholt, hüpft und quakt beim Anfassen. 


B. Froschversuche bei 3 bie £. 


Bei diesen Versuchen unter tiefen Temperaturbedingungen ist hervor- 
zuheben, daß das Tier des Kontrollversuchs 35 (Tabelle IJ) sich schnelkr 
und länger auf den Rücken legen ließ, also rascher ein Aussetzen der Stel- 
reflexe zeigte alg das Tier des Versuchs 40 bei 20° (Tabelle 1). Nach kurze 
Zeit konnten die Luftfrösche jedoch durch wagerechtes, schwaches Schüttelt 
des Gefäßes auch bei 3 bis 4° zur selbständigen Umdrehung veranlabt 
werden. Es dauerte nach Verbringen der Frösche in Rückenlage gewöhnlich 
nur kurze Zeit, bis sich dieselben wieder erholt hatten, um auf Reize mit 
Umdrehung in Sitzstellung zu antworten. Das Spiel konnte oft wiederholt 
werden. Es ist also naturgemäß infolge des bei tiefen Temperaturen (3 bis t 
herabgesetzten Stoffwechsels möglich, schon etwas rascher eine schwach 
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aintráchtigung der Funktionen des Stellreflexmechanismus bei künst- 
xem Verbringen in Rückenlage herbeizuführen, als dies bei höheren 
mperaturen gelingt. 

Wird die Temperatur noch weiter erniedrigt, so tritt von etwa 3 bis 0° 
unter infolge des sehr verminderten Stoffwechsels, wie schon lange 
sannt, eine vollkommene Bewegungslosigkeit (Winterschlaf) ein, wodurch 
e Differenzierung einzelner Symptome, sowohl bei Fröschen in Luft- 
nosphäre als auch unter Luftabschluß außerordentlich erschwert wird, 
ı sehe deshalb von der Besprechung der Versuche unter 3° hier ab. 

Es ist sicher, daß selbst bei Temperaturen von 3 bis 4° ,,das Verbringen 
Rickenlage'' ohne weiteres als Kriterium für den narkotischen bzw. 
rmalen Zustand des Frosches nicht ganz eindeutig ist. Es können Unter- 
uede nur durch Vergleich der Umdrehungszahlen genauer bestimmt 
rden. Auf die Methodik zur Bestimmung derselben werde ich später noch 
rückkommen. Es wurde auch niemals ein Ausbleiben der Korneal- und 
iutreflexerregbarkeit beobachtet. Die Lufttiere antworteten in der Regel 
it zähen, trägen Bewegungen auf Reize, wie es für Kältefrösche altbekannt. 
anz analog verhielten sich Kontrolltiere, welche jeweils in Flaschen bei 
'mperaturen von 3 bis 4° gehalten wurden, durch die man Luft mittels 
ner Bunsenschen Wasserstrahlpumpe im langsamen Strom zur Vertreibung 
'entuell gebildeter Kohlensäure durchsaugte. Die Protokolle dieser Ver- 
iche sind der Raumersparnis halber weggelassen. 

Bei den Versuchen in Wasserstoffatmosphäre (vgl. Tabelle II) (23, 26, 38) 
wie in Stickoxydul -Wasserstoffgemischen (21, 30, 37) ließen die Frösche 
nfangs ein ähnliches Verhalten wie in Luft erkennen, nach kurzer Zeit 
rehten sich diese, nachdem sie künstlich in Rückenlage gebracht worden 
aren, oftmals spontan um. Allmählich trat aber auch bei diesen Tieren, 
hnlich jenen bei höherer Temperatur ein Stadium der primären und asphyk- 
schen Narkose ein, derart, daß die Tiere nach Ablauf einiger Stunden, 
abst bei stärkstem Schütteln des Gefäßes, nicht mehr mit Erfolg zur 
mdrehung aus Rückenlage angeregt werden konnten. Es waren in dieser 
'hase beim Reizen der Tiere nur noch Zuckungen der Gliedmaßen und der 
tuckenmuskulatur als Folge schwacher Reflexauslósung zu beobachten, 
jie Oszillationen des Mundbodens wurden oberflächlicher, um nach einiger 
eit ganz auszubleiben. Die zeitweiligen krampfartigen Streckungen der 
interen Extremitäten traten, wenn sie überhaupt zu beobachten waren, 
n gleicher Form, jedoch geringerer Anzahl auf als bei höheren Temperaturen. 
Vährend der Versuche 30 und 37 (Tabelle II) ließen sich die Frösche in 
tickoxydulwasserstoffgemisch schon nach kürzerer Zeit schneller und länger 
n Rückenlage bringen und zeigten äußerlich ein etwas rascheres Eintreten 
les narkotischen Zustandes als dies bei dem Frosche des Versuchs 38, der 
leich lange durchgeführt wurde, in reinem Wasserstoff zu beobachten war. 
“s handelt sich hierbei um einen Synergismus zwischen der Wirkung des 
Luftabschlusses und der Stickoxydulwirkung, dessen Intensität mit der 
Konstitution der Versuchstiere schwankt. 


Diese Annahme erhält dadurch eine Stütze, daß, entgegen dem 
Wielandschen Befunde!), Stickoxydul auch in Gegenwart von Sauer- 
stoff wirksam ist, wenn der Sauerstoff im gleichen Mischungsverháltnis 
wie Wasserstoff bei 3 bis 10% angewandt wird. Die Wirkungsstärke 
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wankt individuell und mit der Versuchstemperatur, zum mindesten 
t in der Regel eine Störung des Stellreflexmechanismus in Erscheinung. 

Der Parallelismus der reinen Stickoxydulwirkungen bei Stickoxydul- 
ıerstoffgemischen einerseits und Stickoxydul-Wasserstoffgemischen 
lererseits tritt um so deutlicher hervor, je mehr der Partialdruck 
; Stickoxyduls auf Kosten des Sauerstoff- bzw. Wasserstoffpartial- 
ıckes erhöht wird. Es ergab sich so, daß Stickoxydul bei einem 
rtialdruck von etwa ®/, bis 1? /,, Atm. sogar in Gegenwart von Sauer- 
ff mit 1/, bis Tee Atm. Partialdruck, analog wie bei Anwesenheit 
a Wasserstoff, mit denselben Teildrucken auf Frösche bei 3 bis 40 
en deutlich narkotischen Einfluß ausübt, was durch die Versuche 84, 
, 88 und 87 (Tabelle II) erläutert wird. Im Gegensatz dazu zeigte 
s Tier des Parallelversuches 57a (Tabelle II) mit 95%, Wasserstoff 
d 5% Sauerstoff keine Narkose. Dieser Versuch war angestellt 
den, um zu zeigen, daß der Sauerstoffpartialdruck von 5%, unter 
sen Bedingungen zur Atmung ausreicht. Auch die Tiere der bei 
D unter sonst analogen Verhältnissen angestellten Parallelversuche 46 
id 47 (Tabelle I) gaben keine starken narkotischen Erscheinungen 
ı erkennen, sie zeigten, wie schon erwähnt, kein vollkommenes 
ersagen des Stellreflexmechanismus. Während bei Versuch 46 
Tabelle I) keine tiefe Stickoxydulnarkose beobachtet werden konnte, 
am die Intensität der Stickoxydulwirkung bei Versuch 84 (Tabelle II) 
erjenigen des Versuches 28 sehr nahe. 

Das Stickoxydul zeigt, nochmals zusammengefaßt, bei Tempe- 
aturen von 3 bis 4% und Partialdrucken von 1, bis 1 Atm. eine all- 
\ählich zunehmende Wirkungsstärke, gleichgültig, ob dieses Gas in 
'egenwart von Wasserstoff oder Sauerstoff mit entsprechend ab- 
ehmenden Partialdrucken von ls bis 0 Atm. zur Einwirkung gebracht 
vird, nur mit der Differenz, daß bei Stickoxydul allein sowie bei 
lischungen mit Wasserstoff die Wirkung des Sauerstoffabschlusses 
ich noch beteiligt, während bei Stickoxydul-Sauerstoffmischungen, 
leren Sauerstoffgehalt einem Partialdruck von etwa Ton bis Y, Atm. 
mtspricht, diese Wirkung wegfällt, so daß in diesem Falle nur die 
eine Stickoxydulwirkung in Erscheinung tritt. 

In den Spalten: primäre und sekundäre Stickoxydulnarkose (Ta- 
elle 11) ist der Beginn dieser Narkoseformen angegeben, sofern die 
primäre und die sekundäre asphyktische Narkose ausgeschlossen 
werden konnten. Steht die Zeitangabe in der Mitte, so lag die Kom- 
bination der beiden jeweils in den Rubriken verzeichneten narkotischen 
Zustände vor. Stehen sowohl in der Rubrik der primären als auch in 
derjenigen der sekundären Narkose gleiche Zeitangaben, so war es 
nicht möglich, den Beginn beider Stadien auseinanderzuhalten (vgl. Ver- 
suche 22 und 28, Tabelle II). 
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Tabelle III. Versuche mit Rana temporaria. 





| 
144 
Nr, 140 | (Kontrolle) 139 (Kontrolki 










Datum ... 


Atmospháre 


Gefäßraum- 
inhalt i. cem 


Tier in Gefäß 
eingebracht 


. 








Zeitpunkte, 
an welchen Ua 
und Ub m mt 






N Namerkaı. 








5 00 


Zeichenerklärung. 


Ua = Künstliche Umdrehungsversuche, welche notwendig waren, um das Tier länger als F. 
aber kürzer als 2 in Riickenlage zu bringen, trotz horizontalen Schüttelns. Dic e 
zahlen geben an, wie viele Sekunden bzw. Minuten es bedurfte, bis sich das Tit 
Schütteln hin umdrehte. 

Ub = Künstliche Umdrehungsversuche, die notwendig waren, um das Tier länger als 22 
ER 2 bringen, trotz horizontalen Schittelns. Die Zeitzahlen geben 
an wie 2. 

Tm + = Tier aus Gefäß genommen, erträgt nach fünfmaligem Umdrehen keine Rückenlage, rapet 
sofort auf Kneifen, betätigt beim Anfassen Abwehrbewegungen. 

A.N. = Asphyktische Narkose. 

St.N. = Stickoxydulnarkose. f 

O + = Otolithenphinomen nach Bestimmung der Umdrehungszabl einseitig positiv. 


O È = Otolithenphänomen beiderseitig schwach positiv. 


HČI = Verbalten der Hautreflexe beim Eintauchen der hinteren Extremitäten in npo HC w 
mittelbar nach Herausnahme aus dem Versuchsgefäß. 

Cornealreflexe unmittelbar nach Herausnahme aus dem Versuchsgefäß. 

Dauernde Riickenlage. 

O + = Otolithenpbänomen positiv. 

O— = Lähmung der Augenlider und Atonie der Extremitätenmuskulatur. 


Il 


20 
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C. Froschversuche bei 9 bis 10°. 
ode zur Bestimmung schwacher narkotischer Effekte beim Frosch. 


Da es a priori nicht ausgeschlossen war, daß Herbstfrösche anders 
eren als Sommerfrösche, sparte ich die zur Klärung der Verhältnisse 
ı notwendigen Versuche bei Temperaturen von 9 bis 10° bis zuletzt 
Die Versuchsanordnung blieb, wie oben beschrieben, im wesent- 
m dieselbe, nur änderte sich die Methode der Beobachtung des 
:otischen Effektes auf die Stellreflexe. Es lassen sich mit Hilfe 
er im nachfolgenden beschriebenen neuen Arbeitsweise ohne 
wierigkeiten noch verhältnismäßig schwache Dysfunktionen des 
lreflexmechanismus feststellen, wo die bisherige Methodik versagt. 
onders wichtig wird die genauere Methode dort, wo es gilt, 
kotische Grenzkonzentrationen möglichst genau zu bestimmen. 
Es war besonders von Interesse, festzustellen, ob sich auf diesem 
ge annähernd quantitative Unterschiede der Wirkung des Stick- 
'duls bei Gegenwart von Sauerstoff (50:50) zum Unterschied von 
em Wasserstoff-Sauerstoffgemisch (50:50) als Kontrolle erkennen 
len. Auch war es wichtig, festzustellen, ob schon frühzeitig 
- Ablauf von 4 Stunden bei Temperaturen von 9 bis 10% der Sauer- 
ffabschluß an sich den Stellreflexmechanismus beim Frosche zu 
einträchtigen vermag, so daß von einer Indifferenz des Luftabschlusses 
ch unter diesen Bedingungen nicht mehr gesprochen werden kann. 


Der Arbeitsmodus war kurz folgender: Zu Beginn wurde der Frosch 
das Gefäß mit dem zu untersuchenden Gas eingebracht und nach Ablauf 
n 20 Minuten festgestellt, wie oft das Tier künstlich in Rückenlage gebracht 
rden mußte (sogenannte Umdrehungszahlen), bis es länger als 20 Sekunden 
a) bzw. länger als 2 Minuten (Ub) in dieser Lage trotz horizontalen 
'hüttelns verblieb. Gleichzeitig wurde die Zeit, welche zur Erreichung 
ses Zieles erforderlich war, festgestellt. Die Bestimmung der Umdrehungs- 
hlen wurde stündlich bis zum Ablauf von 7 Stunden wiederholt. Am 
Igenden Tag wurde mit demselben Tier ein Kontrollversuch im Sauerstoff- 
asserstoffgemisch (50: 50) in gleicher Weise angestellt. 

Wie aus Tabelle III zu ersehen ist, zeigte sich bei dem Frosch des 
ersuchs 140 im Vergleich zu demjenigen des Versuchs 144 schon nach 
) Minuten ein schwacher Einfluß des Sauerstoffabschlusses, der sich 
hr bald wesentlich verstärkte. Ein ähnliches Bild mit etwas stärkerer 
irkung ergab der Stickoxydul-Wasserstoff (50: 50)-Versuch 139 neben 
inem Kontrollversuch 141. Um zu zeigen, daß Stickoxydul sogar 
hen bei 9 bis 10° mit einem Partialdruck von Y, Atm. neben Sauerstoff 
ı gleicher Konzentration den Stellreflexmechanismus zu beeinflussen 
astande ist, wurden die Versuche 138 mit Kontrolle 145 sowie die Versuche 
48 und 149 (Tabelle IIIa) ausgeführt. Für die letzten beiden Versuche 
urden die Kontrollen nicht am nächsten Tag ausgeführt, sondern sofort 
ach Beendigung der Versuche, etwa 20 Minuten nachdem die Tiere aus den 
tickoxydul- Sauerstoffatmesphären herausgenommen worden waren, an- 
Pacht. Es zeigte sich dabei das interessante Resultat, daß bei einer ge- 
risen Exzitation die Umdrehungszahlen auf ein mehrfaches erhöht werden 
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aten und, daß dabei die Frösche nicht länger als 25 Sekunden in Rücken- 
verblieben, während bei den Hauptversuchen die Tiere schon bei 
»ritlich niedrigeren Umdrehungszahlen längere Zeit in diesem Zustande 
ırrten. Wird der Stickoxydulpartialdruck auf 85 bzw. 95%, erhöht, 
ritt, wie zu erwarten, auch die narkotische Wirkung stärker in die Er- 
Inung (Versuch 146 und 147 mit Kontrollen 151 und 150; Tabelle III a). 
Es ist bei Anwendung der neuen Methodik ein leichtes, die angedeuteten 
erschiede der biotropen Wirkungen des Sauerstoffabschlusses und des 
koxwduls schon recht frühzeitig zu erkennen. 
Auf Grund dieser Ergebnisse kann also nicht angenommen werden, 
ı der Sauerstoffabschluß an sich, ebenso wie ein Stickoxydul-Sauer- 
fgemisch (50:50) gegenüber dem Frosche bei Temperaturen von 
is 10% schon vor Ablauf von 2 Stunden ohne Einfluß sei. Dieser 
ıluß wird auch noch dadurch zwingend, daß zweifellos die Wirkungen 
Sauerstoffmangels bei der intermediären Tätigkeit derjenigen Zell- 
nplexe, welche mit den narkotischen Wirkungen im Kausalzusammen- 
ve stehen, sich schon früher geltend machen, als dies durch die 
‘änderte Funktionsfähigkeit des Stellreflexmechanismus augenfällig 
d. Es kann auch ganz allgemein in Analogie zu anderen biologischen 
fahrungen nicht ausgeschlossen werden, daß ein durch die Wirkung 
: Luftabschlusses an und für sich geschädigter Organismus durch 
€e gegebenenfalls noch hinzukommende schwache Stickoxydulwirkung 
rker attackiert wird, als wenn diese allein auf einen vollkommen 
rmalen Organismus zur Einwirkung gelangt. Welcher Kombinations- 
ekt nun dabei herauskommen muß, ob Summation oder Potenzierung 
r Wirkungen, dafür gibt es auf Grund des heutigen Standes der 
armakologischen Forschung wohl noch keine Formel. Ganz anders 
irden die Dinge liegen, wenn die Wirkung des bloßen Luftabschlusses . 
r den Frosch so belanglos wäre, wie dies Wieland angenommen hatte. 

Ich würde es für gewagt halten, mehr über den Mechanismus 
r Stickoxydulwirkung auf Grund der vorstehenden Versuche aus- 
sagen, da bei Temperaturen von 25 bis herab auf 9 bis 10 bzw. 3 
s AN der eindeutige Nachweis der Unabhängigkeit der Wirkung des 
ickoxyduls von dem Einfluß des Sauerstoffabschlusses bei Fröschen 

Gasgemischen von je 1, Atm. Stickoxydul- und Wasserstoffpartial- 
uck meines Erachtens nicht möglich ist. 

Diese Befunde machen also auch bei Temperaturen von 9 bis 10° die 
eranziehung des Wasserstoffs bzw. des Sauerstoffabschlusses zum Ver- 
eich mit dem Stickoxydul-Wasserstoffgemisch (50 : 50) illusorisch. 

Die obigen Versuche bei 3 bis 4° (Tabelle II) hatte ich schon aus- 
eführt, bevor ich die Bestimmung der Umdrehungszahlen ausfindig 
achte. Wegen Tiermangels konnte ich die Versuche jedoch nicht 
lle nochmals in dem gewünschten Umfang wiederholen. Es wurde aber 
ci der Versuchsanordnung Sauerstoff-Stickoxydul (50 : 50), welche wohl 
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hier am meisten interessieren dürfte, nachgewiesen, daß bei 3 bis 4 
noch eine weitere Verminderung der Umdrehungszahlen als bei 9 bis IM 
gegenüber den entsprechenden Kontrollversuchen in Erscheinung trs 
Es muß hier noch kurz der @oltstein!) anscheinend nicht wei- 
gehend genug gelungenen Unterscheidung der reinen Stickoxyitl 
wirkung von der des Luftabschlusses gedacht werden. Er kommt 
auf Grund seiner Versuche zu dem Schluß, daß eine Stickoxyit- 
narkose ohne gleichzeitige Wirkung des Luftabschlusses bei gei: 
lichem Atmosphärendruck nicht erreichbar sei. Der Autor zog die. 
Schluß aus der Tatsache, daß er bei einem Frosche, welcher sich e 
reinem Stickoxydul in Narkose befand, nachweisen konnte, daß dies 
durch Zusatz eines geringen Luftquantums aus dem narkotischez 
Zustande wieder erweckt werden konnte. Goltstein sagt wörtlic 
„Es ist nicht wahrscheinlich, daß die Narkose nur deshalb aufgehon 
habe, weil die Ganglienzellen des Tieres mit weniger gesättigter Stiri- 
oxydullösung umgeben waren. Es führt uns diese Beobachtung vielmet: 
zu der Annahme, daß rasche und vollständige Narkose nur dann erzeiz 
und erhalten wird, wenn sich die Wirkung des Stickoxydulgases mi 
der des Sauerstoffmangels kombiniert.“ Diese Annahme trifft wo! 
zu, wenn bei höheren Temperaturen, etwa über 18%, gearbeitet ed 
Auch dieser Autor hatte es unterlassen, die Temperaturen anzugebei 
wodurch natürlich eine Nachprüfung der Versuche erschwert wiri. 
Es ist aber auf Grund meiner Versuchsergebnisse nicht anzunehmen. 
daß bei Temperaturen, die zum Hervorbringen einer deutlichen Stict- 
oxydulnarkose ausreichen, die gleichzeitige Wirkung des SauerstoÉ. 
abschlusses notwendig wird, denn es ist leicht möglich, die reine Stick- 
oxydulnarkose von dem Einfluß des Sauerstoffmangels unabhängig 2, 
machen, wenn mit einem Gasgemisch bei 3 bis etwa 10% gearbeitet 
wird, das Stickoxydul und Sauerstoff im Verhältnis 95:5 enthält. 
Die letztere Versuchsanordnung wird, wenn es darauf ankomm!. 
die reine Stickoxydulnarkose z. B. im Vorlesungsversuch zu demor. 
strieren, zweckmäßiger sein als die Goltsteinsche Arbeitsweise. Jh 
habe festgestellt, daß sich die Bedingungen, unter welchen Versuch '* 
(Tabelle II) angestellt wurde, am geeignetsten sind, da bei dieser Ver- 
suchsanordnung ein Gasgemisch von Stickoxydul in einer zur Narkos ` 
ausreichenden Menge neben Sauerstoff mit einem zur Atmung tr 
forderlichen Partialdruck (!/,, Atm.) angewandt wird. Durch diest ` 
neuen Versuchsmodus, welcher sogar bei einer Temperatur von 9 bis 1!” 
noch mit gutem Erfolg durchführbar ist (vgl. Versuch 147, Tabelle IH a'. 
wird eine einwandfreie experimentelle Möglichkeit angegeben, um auf 
einfache Weise die reine Stickoxydulnarkose zu veranschaulichen. Es 









1) Pflügers Arch. 17, 345. 
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rd dadurch gleichzeitig dargetan, daß die von Paul Bert!) für Warm- 
úter eingeführte umständliche Technik mit einem Überdruck arbeiten 
' müssen, bei Fräschen nicht notwendig ist. 


D. Versuche mit Froschlarven. 


Zunächst wurde ein Versuch mit Kaulquappen unter gewöhnlichem 
mosphärischen Druck bei 21° in mit Stickoxydul gesättigtem Wasser zur 
asführung gebracht. Dazu wurde in einem Erlenmeyerkolben mit einem 
esamtinhalt von 300 ccm, 150 ccm destilliertes Wasser gegeben. Der 
olben war mit einem Gummistopfen versehen, durch diesen ging ein langes 
ohr bis auf den Gefäßboden, das andere Ende war mit einem 'Rückfluß- 
ihler verbunden, der mit durchbohrtem Gummistopfen verschlossen war. 
ı die Bohrung ragte eine gebogene Röhre. Nun wurde das Wasser gekocht 
nd durch das lange Rohr ein Gasgemisch, bestehend aus zwei Teilen Sauer- 
off und zehn Teilen Stickoxydul, 
ngeleitet. Nach viertelstündigem 
‚ochen wurde unter weiterem Durch- 
ıten des Gasgemisches auf 21° ab- 
ekühlt, während der Abkühlung 
urde das Gefäß durch Eintauchen 
er gebogenen Röhre in einen Queck- 
ilbernapf verschlossen. Die Tempe- 
atur von 21° wurde gewählt, um 
inen Wärmegrad zu haben, bei 
relchem die Tiere sonst unter Luft- 
utritt sehr gut beweglich sind. Eine 
\arkose der Tiere durch Stickoxydul 
rar, wie nach den Resultaten der 
‚bigen Versuche mit Sporen zu er- 
varten gewesen war, unter diesen 
Bedingungen nicht zu beobachten 
Versuch 17). In einem weiteren Ver- 
uch wurde Stickoxydul unter An- 
wendung von Druck auf in Wasser 
schwimmenden Quappen zur Ein- 
wirkung gebracht. 

Damit eine Beobachtung der Tiere während des Versuchs auch unter 
höherem Druck auf einfache Weise möglich war, wurde ein eigens zu diesem 
Zweck konstruiertes Druckgefäß (Abb. 1) verwendet. Dasselbe bestand aus 
einem dickwandigen Glaszylinder a, dessen beide Öffnungen mit Hilfe von 
Gummidichtungen b durch die mit Ansatzröhren versehenen Deckel c und d 
mit entsprechenden Verschraubungen verschlossen werden konnten. Damit 
aus dem Apparat ein Übertritt von Tieren und Flüssigkeit nach f verhindert 
wurde, war diese Rohrleitung in das Gefäß durch das Rohr p, auf welchem 
sich ein Sieb befand, verlängert. Das Druckgefäß wurde wie folgt benutzt: 
Vor Beginn des jeweiligen Versuchs wurde dasselbe mittels der Muffe h von 
dem Ventil r losgeschraubt, so daß der Zugang zum Behälter a möglich war. 
Zuerst wurde das Ventil e geschlossen, sodann die zum Versuch gebrauchte 
Flüssigkeit durch das Einmündungsrohr + in den Zylinder a, welcher in der 


1) Meyer-Gottlieb, Pharmakologie, 5. Aufl., S. 98, und Gaz. med. de 
Paris, 1878 und 1879. 





Abb. 1. 
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Regel zu etwa drei Viertel (= 150 cem) bis nahe dem oberen Ende von p 
gefüllt wurde, eingebracht. Nun wurden die Tiere in den Apparat gegeben. 
Endlich wurde die Muffe A mit dem Ventil r und Hochdruckschlauch ; 
verbunden und dieser durch Vermittlung des Dreiwegventils k mit der: 
Manometer l verschraubt. Um in dem Zylinder die für den Versuch kin: 
stante Temperatur zu erhalten, wurde der ganze Apparat mit dem Ventil i 
nach oben in ein auf konstanter Temperatur gehaltenes Wasserbad eingestellt. 

Zur Imprägnierung der Flüssigkeit und Füllung der übrigen Apparatır 
mit dem zu untersuchenden Gase wurde zunächst Ventil E ins Freie, danz: 
und e geöffnet. Auseiner Stahlflasche wurde durchVermittlungeines Reduz: 
ventils, welches zweckmäßig schon vor Beginn des Versuchs auf den erforder 
lichen Maximaldruck eingestellt worden war, ein nicht zu starker Gasstr z 
durch die Apparatur bis zur Verdrängung der Luft aus den noch vorhanden::. 
nicht mit Flüssigkeit gefüllten Hohlräumen einige Minuten hindurchgeleit- 
Sobald dies geschehen, wurde Ventil k so eingestellt, daß eine direkte \e:- 
bindung zwischen g und dem Manometer l vorhanden war. Nun wurde do 
Gas bis zu dem gewünschten Druck im langsamen Strome eingelass: 
Damit sich in der Flüssigkeit, die dem jeweiligen Druck entsprechen 
Gasmenge löste, wurde das Gefäß unter vorsichtiger Beachtung, daß ka 
Beschädigung der Tiere erfolgte, so lange geschüttelt, bis sich der gewünsch- 
Gasdruck konstant eingestellt hatte. Zum Schluß wurde das Ventil +. 
ohne daß der Apparat aus dem Wasserbade genommen zu werden braucht. 
verschlossen. Nach Beendigung des Versuchs wurde durch entsprecher:": 


Drehung des Ventils k bewirkt, daß vom Schlauch g aus eine direkte Ver- ` 


bindung nach außen vorhanden war, wodurch eine bequeme Druckent 
spannung ermöglicht werden konnte. Leider war es mir wegen der zu ner 
Kosten nicht möglich, einen Apparat, der noch für höhere Drucke eur 
bequeme Beobachtung der Versuchstiere gestattete, zu bauen. Ein solcher 
Apparat müßte derart konstruiert werden, daß die Dimensionen der (la: 
fläche möglichst gering bemessen werden. Auch war es mir aus dem gleich": 
Grunde nicht möglich, die oben beschriebene Apparatur derart exakt baut 
zu lassen, daß eine genauere Bestimmung der zur Narkotisierung der Kat 


quappen erforderlichen Grenzkonzentration des Stickoxyduls mögk 
wurde. Es kann deshalb hier nur von Versuchen die Rede sein, gei: 


angenäherte Werte ergeben, was auch zur prinzipiellen Entscheidung de 
gestellten Frage ausreichen dürfte. Das hohe Sauerstoffbedürfnis de 
Quappen macht es orforderlich, daß neben Stickoxydul noch eine zur Atmuz 
ausreichende Menge Sauerstoff zugegen ist. Um dieser Forderung zu genügt. 
wurde wie folgt verfahren. Die Beschreibung der Kontrollversuche si 
vorausgenommen. Zuerst wurden 150 ccm destilliertes Wasser, wie b: 
Versuch 17, mit Sauerstoff behandelt. Der Druckapparat wurde mit den: 
gleichen Gas gefüllt, und sodann durch Lösung der Muffe h das mit Sauertf 
gesättigte Wasser mit den Tieren rasch eingebracht und der Apparat wied:T 
mit dem Ventil r verbunden. Nun wurde 10 Minuten lang bei gleichzeitix’ 
Öffnung des Ventils k Sauerstoff, durch die Apparatur (Gesamtvoluntt 
600 ccm) von f aus hindurchgeleitet und endlich das Ventil k unter gleict- 
zeitiger Öffnung zum Manometer l nach außen abgeschlossen. Nunmehr 
wurde Sauerstoff bis zu einem Druck von 3 Atm. (= Gesamtdruck 4 Au. 
in den Apparat gepreßt (vgl. Versuch 5, Tabelle IV). Ein zweiter Versu 
wurde auf analoge Weise mit Stickstoff angestellt, nur wurde dabei so vi 
fahren, daß, nachdem das mit Sauerstoff gesättigte Wasser samt den Tier! 
in den Apparat gebracht und dieser mit Stickstoff gefüllt worden war. 
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dieses Gas bis zu einem Partialdruck von etwa 7 Atm. bei 21° eingepres: 
wurde (Versuch 8). 

Die Kontrollversuche 5 und 8 geben zu erkennen, daß sowohl Sauers:fl) 
als auch Stickstoff bei gleichzeitiger Gegenwart der zur Atmung nöuzm 
Sauerstoffmenge in verhältnismäßig hohen Konzentrationen auf Kan- 
quappen (1 bis 3cm Länge) in wässeriger Lösung, während einer Einwirkzg 
von etwa 3 Stunden auf die von aufenher wahrnehmbaren Lobensgew: ke, 
heiten keinen schádigenden Einfluß ausüben. Die Tiere zeigten unter 
Bedingungen noch keine Symptome der Narkose. 

Das Experiment 7 (Tabelle IV) erläutert, daß das Stickoxydul bei eg 
Konzentration, welche einem Partialdruck von etwa 2,6 bis 3,6 Atm. = 
spricht, in Gegenwart einer zur Atmung ausreichenden Menge Sauer! 
bei 21° Kaulquappen narkotisiert. | 


E. Versuche mit Anaerobiern. 


Die Untersuchung der Askariden und des Hämopis gestaltet sch 
folgendermaßen. Da diese Würmer ohne Beeinträchtigung ihrer äußert 
sichtbaren Lebensfunktionen mindestens einen Tag existieren können. eg 
schon Bunge!) gezeigt hatte, ohne daß Sauerstoff in ihrer Umgebung r + 
wendig wäre, gestaltete sich die Versuchsanordnung einfacher als bei de 
Experimenten mit Kaulquappen. Ganz allgemein wurde je ein Kontr 
versuch wie bei diesen Tieren mit derselben Apparatur unter Verwendung 
der für die einzelnen Wurmarten geeigneten Suspensions- und Nährmc 
in einer Stickstoffatmosphäre ausgeführt. 

Wie erwartet, gab Hämopis (vgl. Versuch 11, Tabelle IV) schon e 
einer Stickoxydulkonzentration, welche 8,5 Atm. entspricht, äußerst ve | 
tiefte Narkose. Zu bemerken ist, daß das Kopfende sich am längsten be 
weglich erhielt, d. h. schwache Zuckungen vollfúhrte. Als besonders 
Kriterium des Eintritts der Narkose konnte die Unfähigkeit, sich mit beid“ 
Saugenden festzuhaften, angesehen werden. Das dickere vordere En 
wird zuerst narkotisiort, erst viel später kommt der dünnere hintere Saugusf | 
zur Ruhe. Aus dem Kontrollversuch 10 (Tabelle IV) geht hervor, ds 
weder ein Druck von 9 Atm. an und für sich noch eine Stickstoffkonzentrati:2 
in Wasser, welche diesem Druck bei 21°C entspricht, imstande ist, de 
untersuchten Würmer in bezug auf ihre äußerlich wahrnehmbaren Lebens- 
gewohnheiten zu beeinträchtigen. 

Endlich stellte sich heraus, daß Askariden durch eine Stickoxydu- 
konzentration, die einem Druck von etwa 4,5 Atm. bei 39° entspricht, nl 
kaum beeinflußt werden, es wird eine ungefähr zwei- bis dreifache Ken 
zentration unter entsprechender Berücksichtigung der Temperaturen uni 
Löslichkeitsverhältnisse in Wasser bzw. Nährsalzlösung benötigt (vz: 
Versuch 5b, Tabelle IV). Aus dem Kontrollversuch 7b ergibt sich auch fir 
diese Wurmart die Indifferenz einer reinen Druckwirkung von 13 Am 
einerseits, sowie einer Stickstoffkonzentration in Wasser, die diesem Dra:s 
entspricht, andererseits. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, dem Direktor des pharmakologische 
Instituts der Universität Heidelberg, Herrn Geheimrat Prof. Dr. Gotili* 
für sein großes Interesse an der vorliegenden Arbeit meinen verbindlichstet 
Dank auszusprechen. 








1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 12, 565. 


er Stickstoffausscheidung und -verteilung im Kaninchenharn 
nach Kälte- und Wärmestich. 


Von 
Gengo Matsuno (Nagoya, Japan). 


us der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitäts- 
instituta.) 


(Eingegangen am 20. Apri 1923.) 


L Einleitung. 


Das Problem des febrilen Eiweißzerfalls gehört noch immer zu den 
elumstrittenen Fragen der Pathologie. Es unterliegt ja bekanntlich 
inem Zweifel, daß der Eiweißzerfall bei fieberhaften Erkrankungen 
ater Umständen eine exorbitante Höhe erreichen kann. Auch er- 
'heint es plausibel, daß fieberhafte Erkrankungen degenerative Ver- 
derungen herbeiführen können (wie solche etwa in der parenchy- 
atösen Degeneration drüsiger Organe, sowie in der wachsartigen Ent- 
rtung der Muskeln morphologisch zum Ausdruck kommen), und daß 
ne allmähliche Elimination unbrauchbar gewordener Gewebsbestand- 
le unter Umständen eine ‚epikritische‘ Stickstoffausscheidung ver- 
hulden mag. Der Gedanke, daß die Hyperthermie als solche den Eiweiß- 
erfall ausschließlich verursacht, ist bereits von Naunyn und Senator 
wúckgewiesen worden. Auch wissen wir, daß bei infektiósen Fiebern 
er Eiweißzerfall zu der Höhe des Fiebers sicherlich in keinem be- 
timmten Verhältnis steht. Die Erklärung eines ‚toxogenen‘“‘ Eiweiß- 
erfalls, der mit einer Schädigung von Gewebszellen durch Krankheits- 
ifte zusammenhängt, wird naturgemäß dort versagen, wo der Eiweiß- 
erfall, wie beim Wärmestich (Einstich in das Corpus striatum), sich 
anz unabhängig von Krankheitsgiften vollzieht*). Und eben weil 
nan es hier mit einfacheren Verhältnissen zu tun hat, hat der Wärme- 
tich bei Studien über das Wesen des Fiebers von jeher eine große 
Rolle gespielt. 

Was nun speziell den Einfluß des Wärmestiches auf den Eiweiß- 
toffwechsel betrifft, liegen darüber allerdings nur spärliche Angaben 





1) Vgl. näheres O. v. Fürth, Probleme der phys. u. path. Chem. 2, 603, 
913, 
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vor, da der Einfluß des Wärmestichs auf den Kohlehydratstoffwech-# 
von jeher weitaus im Vordergrunde des Interesses stand. O. Schulz! 
hat seinerzeit in seinen unter der Leitung von L. Krehl ausgeführten 
Untersuchungen die N-Ausscheidung bei Wärmestichhyperthermie tur 
unbedeutend vermehrt gefunden. Es handelt sich hier, wie er meim, 
nicht etwa um eine verminderte Wärmeabgabe, sondern um eins ps. 
steigerte Wärmebildung, als deren Ort im wesentlichen die quergestreifis 
Muskeln angesehen werden. Diese erhöhte Wärmeproduktion a. 
sich nun nur zum allerkleinsten Teil auf Kosten von Eiweiß und a 
wesentlichen auf Kosten stickstofffreier Substanz vollziehen. 

Nun haben aber gerade die in jüngster Zeit erschienenen wichtuza 
Untersuchungen von H. Freund und E. Grafe?) die Aufmerksamis; 
wieder auf das tatsächliche Bestehen von Beziehungen zwischen Wars- 
bildung und Eiweißzerfall hingelenkt. Versuche an Kaninchen mi 
ausgeschalteter Wärmeregulation ergaben meist eine außerordentlir 
Zunahme der Eiweißverbrennung. Bei Hunden erreichte unter die: 
Umständen N-Verlust und Eiweißverbrennung einen enormen Umfanz. 
Nach Halsmarkdurchschneidung steigt bei Hunden die N-Ausscheidizz 
auf das Doppelte und ebenso der prozentuelle Anteil des Eiwei» 
an der Kalorienproduktion. Es ergibt sich daraus, daß der Ech 
stoffwechsel in einem Abhängigkeitsverhältnis vom zentralen Nem 
system, insbesondere vom Wärmeregulationszenirum steht. 

Von diesem Gesichtspunkte aus erschien auch die Frage der P- 
ziehung des Wärmestichs zum Eiweißstoffwechsel einer erneuten +: 
gehenden Prüfung bedúrftig. So bin ich denn auf Veranlassung vg 
Prof. O. Fürth daran gegangen, die N-Ausscheidung im Kaninchenhaz 
nach Kälte- und Wärmestich einer systematischen Untersuchung ur: 
sorgfältiger Berücksichtigung der Verteilung des Stickstoffs auf x 
Hauptfraktionen zu unterziehen. 





U. Versuchsanordnung. 

Die Versuche wurden durchweg an ausgewachsenen mittelgrev: 
Kaninchen ausgeführt, die nach vorausgegangener Grünfüttent: 
3 Tage vor der Ausführung des Wärmestichs auf Karenz gest! 
worden waren. Um die aus einer allzu geringen Harnmenge sich t 
gebenden Unregelmäßigkeiten zu vermeiden, erhielten die Tiere tägl‘ 
100 ccm 0,3proz. Kochsalzlósung per Schlundsonde eingegossen. E 
gelang so immerhin, die N-Retention im Körper ziemlich auszuschalt: 

Die Tiere wurden in gut gereinigten, mit Drahteinsätzen ir 
sehenen Stoffwechselkäfigen aus Zinkblech gehalten, deren steik 





1) O, Schulze, Arch. f. exper. Path. 48, 93, 1899. 
2) H. Freund und E. Grafe, Pflügers Arch. f. Phys. 168, 1, 1917; 93, 35. 
1922. 
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slaufskonus ein Haftenbleiben von Harn im Käfig ausgeschlossen 
cheinen ließ. 

Im Harn wurde täglich Gesamt-N, Harnstoff (nach Mórner-Sjóquist), 
tuell auch die Summe (Harnstoff + Ammoniak) mit Hilfe des 
easeverfahrens und Kreatinin (nach Folin) ermittelt. 


Den Warmestich führte ich unter Befolgung jener Vorschriften aus, 
von Nyfferegger bei seinen im Laboratorium L. Ashers kürzlich aus- 
ührten Untersuchungen eingehalten worden sind!). 

Nach Erzielung von Lokalanästhesie mit 5 ccm Novovain (1%) wurde 
rart trepaniert, daß die Satura sagittalis und coronaria die seitliche bzw. 
udale Begrenzung der Trepanationsófínung bildeten. Der Einstich wurde 
t Hilfe einer Pigurenadel 2 mm seitlich von der Sagittalnaht und 3 mm 
n der Coronarnaht ausgeführt. Die Nadel wurde bis an die Schädeslbasis 
rgestoBen, sodann um 90% um ihre Achse gedreht und herausgezogen. 
e Operationswunde wurde geschlossen. 

Was den ‚‚Kältestich‘‘ (Zwischenhirnstich) betrifft, ist von Æ. Leschke*) 
zeigt worden, daß Kaninchen nach Ausschaltung der medianen Region, 
r Regio subthalamica, ihre Wärmeregulierungsvermögen verlieren und 
'h wie poikilotherme Tiere verhalten. Die Lage des wärmeregulierenden 
ntrums im Hypothalamus entspricht dem von Karplus und Kreidl in 
eser Gegend festgestellten sympathischen Zentrum?). 

Der Kältestich wurde in folgender Weise ausgeführt: Als Versuchstiere 
nutzte ich möglichst große und kräftige Kaninchen. Nach sagittaler 
urchtrennung der Kopfhaut vom Tuber occipitale angefangen bis in die 
ähe des hinteren Orbitalrandes und Abschabung des Periostes wurde ein 
repan von Lem Durchmesser zwischen Kranznaht und Lambdanaht in 
T Medianlinie des Schädels aufgesetzt. Nach Herausheben der runden 
nuchenscheibe mit einer feinen Hakenpinzette liegt die Dura frei. Sodann 
urde der Sinus longitudinalis am vorderen und hinteren Ende der Trepan- 
fnung umstochen, die Dura in der Querrichtung durchtrennt und so weit 
ırickgeschoben, daß das Gehirn freiliegt. Darauf drängt man mit einem 
inen stumpfen Instrument die beiden Hirnhemisphären auseinander und 
icht mit einer dünnen, stumpfen Sonde etwas hinter der Mitte der Trepan- 
{nung zwischen den beiden Hirnhemisphären senkrecht nach unten bis 
ıf die Schädelbasis. Sofort nachdem man den knöchernen Widerstand 
ihlt, schiebt man die Sonde in transversaler Richtung nach rechts und 
nks 1 bis 2 mm, indem man immer den Kontakt mit der knöchernen 
chädelbasis behält, und zieht dann die Sonde zurück. Die Operationswunde 
ird hierauf geschlossen. 

Ich habe die Kaninchen niemals narkotisiert, um die dadurch bedingte 
emperaturstórung zu vermeiden. 





1) L. Asher, Beitr. z. Phys. d. Drüsen 45. Die Reaktion von schild- 
rüsenlosen und thymuslosen Kaninchen auf den Wärmestich. Diese 
eitschr. 121, 41, 1921. 

2) E. Leschke, Über den Einfluß des Zwischenhirns auf die Wärme- 
gulation. Zeitschr. f. exper. Path. 14, 167, 1913. Vgl. auch die Literatur 
ei S. Morita, Tohoku Journ. of exper. Med. 2, 403, 1921. 

3) Die Existenz bestimmter spezifischer Wärmezentren im Gehirn ist, 
ebenbei bemerkt, in jüngster Zeit von L. M. Moore (Amer. Journ. of Phys. 
6, 244, 283, 1922) angezweifelt worden. 


G. Matsuno: 
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Des Vergleichs wegen wurde noch ein einfacher Hungerversuch 
hne jeden operativen Eingriff durchgeführt und analysiert. Der 
¿¡blautf desselben erscheint insofern beachtenswert, als eine eklatante 
wänmortale Stickstoffsteigerung hier bereits am fünften Hungertage in 
¿rscheinung getreten ist, worauf der Exitus am siebenten Hungertage 
rfolgt ist. 














Normalzustand | Hungerzustand 
27. xl. 7. X1.|28. X1.|29. X1. ). XI. 1. XIL| 2, XI1.|3.XIL| 4. XIL] 5, X1.|6. X11. 1.6. XII. 


EE, e i 2,10 SEH 2,10 | 2,06 
Menge des ne SE 20 210 | 85 
Harnreaktion . . SS alk. | alk. 


ES EE enthalten 





1,91 | 1,75 | 1,50 | 1,43 
65 |225 |215 | 180 


ines Sauer | Saucr | Sauer 








155 
sauer 












































Gesamt-N . g | 1.10 | 1,55 | 1,52 | 1,58 | 0,88 | 1,67 | 0,96 | 3,24 | 2,71 | 2,38 
Harnstoff NI NH,N g 0,93 1,32 | 1,31 | 1,38 0/59 | 1,49 | 0,87 | 3.02 | 2,44 | 2,22 
Kreatinin-N . P. g || 006 0/08 | 0.08 10,07 | 0.03 | 0.10 | 0.03 | 0,02 | 0.06 | 0.06 
Rest-N...... g | 0,11 |015 0131013 0,06 | 0.08 | 0,06 | 0,10 | 0,21 | 0,11 
Vom Gesamt-N entfallen auf 
Harnstoff. N. . % |85 |85 [86 [873 a 91 |93 |90 |93 
Kreatinin-N | . % 53 45 60| 27| 38 20| 20 
Rest-N..... gl e 9,7 e 8,2 48 32| 80| 5.0 
Mittlere Körpertemp. || 38,4 | 38,5 | 38,6 || 38,0 | 38,0 | 37,9 37,6 | 37,0 | 36,8 
MittlereZimmertemp. || 19,0 | 20,0 | 20,0|21,0 | 23,0 120,0 | 20,5 20.0 | 20,0 











IV. Versuchsergebnisse. 
A. Gesamtstickstoffausscheidung. 

Überblicken wir nunmehr unsere Versuchsergebnisse zunächst in 
bezug auf den Einfluß des Kälte- bzw. Wärmestichs auf die Gesamt- 
N-Ausscheidung, so ergibt sich folgendes. 

Die Gesamt-N-Ausscheidung im Verlauf eines Tages während der 
Hungerperiode betrug beim Wärmestichversuch: 


MS For dem Stich | Nach dem Stich . 














A 








A 








0,970) 0 
1,103| Mittel 1011 g | 0,516} Mittel 0,851 g 
| 0.989 


| mitta 0,796 g ' 0,650) Mittel 0,684 g 
0 


| 0,961 

0,965 | 

| 0,849 

| 0,57 | 

172 1,61 

‚ 08) Mittel 1848 | es | Mittel 1,28 g 
1,73 | 
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Beim Kältestichversuch: 


Vor dem Stich | Nach dem Stich 


Be 
‚ 1,33 1,27 
A| 108) Mittel 187 g 1.04! Mittel 138 g 
| 1.69 1.67 
| 
| 








1,24 0,62 
B dm) Mittel 0,97 g 08 Mittel 0,28 g 
0 1,28 
1,03 
c E 0 Ei Mittel 0,78 g Mittel 0,71 g 
| 


Das Ergebnis lautet ganz eindeutig dahin, daß der Waärmesid 
den Eiweißzerfall im Organismus ebensowenig steigert, als der Kaltestich 
denselben herabsetzt. 

Wir werden also keinesfalls im Zweifel darüber sein können, daß 
der chemische Wirkungsmechanismus dieser Eingriffe sicherlich in 
der Sphäre des Kohlehydratstoffwechsels gelegen ist, und wir werde 
kaum mit der Annahme fehlgehen, daß andere Verschiebungen im 
Chemismus des Stoffwechsels, insoweit solche überhaupt in Erscheinung 
treten mögen, als sekundäre Folgeerscheinungen der Alterationez des 
Kohlehydratstoffwechsels zu deuten sind. 

M. Rubner hat in seinen Untersuchungen über den Stoffverbrauch im 
Organismus des hungernden Pflanzenfressers!) berechnet, daß hungernde 
Kaninchen in der ersten Hungerwoche einen täglichen N-Verlust von 2,35 
bis 3,12%, ihres Gesamt-N-Bestandes im Wege der Harnausscheidung 
erleiden. Führt man in unserem Falle eine analoge Berechnung durch. 
indem man als Standardzahl für den N-Bestand von der Feststellung 
Rubners ausgeht (1. c., S. 223), daß ein Hungerkaninchen von 2 kg Gewicht 
322 Trockensubstanz (16%) mit 11% N oder rund 1,8% N enthält, so 
gelangt man zu folgenden Zahlen. 


SE 
; Mittlere 
Mittleres | Berechneter tägliche Gë 
s NsAuss 
Gewicht | N-Bestand scheidung ve EN 
ee EE SE antrat ko BE EI ER 


Rubner, Vorsurkskaninchen II 








(2. —3. Ta ag) a E E == 53,6 | SS | 3,12 
Versuchskaninchen III | | 
(1.—2. Tag) ...... — 5822 | — | 28 
Versuchskaninchen V | I 
(1.—7. Tag) ...... — 29,1 | — . 38 
Wiirmestichversuch A ..... 2,60 46,8 | 0,851 ¡| 18% 
S B ée 2,10 378 | 0684 , 18 
e O aaa 2,13 38,3 1230 , 32 
Káltestichversuch A . . . ... 2,86 47,9 1,330 | 2,8 
o B E A 1,81 32,6 0,930 , 285 
s KEE 162 | 292 | 0,710 ` 243 


I) M. Rubner, Zeitschr. f. Biol. 17, 223— 225, 1881. 
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Auch aus den Zahlen der letzten Kolonne ist mit groBer Deutlichkeit 
Sen "Tatsache zu ersehen, daß von einer erhöhten Tendenz des Organismmus, 
water Wirkung des Wärmestichs seinen N-Bestand zu liquidieren, keine Rede 
ezra kann, daß diese Tendenz vielmehr eher herabgesetzt erscheint. 


B. Harnstoffausscheidung. 

Zur Beantwortung der Frage, ob der Kälte- oder Wärmestich 
stwa die Stickstoffverteilung im Harn zu beeinflussen vermag, werden 
wir zunächst die nach dem Mörner-Sjöquist-Verfahren während des 
Humngerzustandes ermittelten prozentischen N-Werte ins Aug? zu 
fassen haben: 

Vom Gesamt-N entfielen auf den Harnstoff-N: 


Vor dem Stich | Nach dem Stich 
Dh ` ù _ 





— 





Et E E 85 —93%. 


Für eine weitergehende Veränderung der N-Verteilung im Harn 


liegt also zum mindesten in bezug auf den Harnstoff kein Anhalts- 
punkt vor. 


Im Zusammenhange damit möchte ich die Frage erörtern, ob das 
Morner-Sjóquist-Verfahren tatsächlich einen richtigen Aufschluß über den 
effektiven Harnstoffgehalt des Kaninchenharns liefert. 

Die obigen Werte stehen durchaus im Einklang mit den älteren, Literatur- 
angaben über den Harnstoffgehalt des Kaninchenharns. So erhielten E. und 
J. Gautrelet!) bei ihren Analysen den Mittelwert von 91%, Harnstoff vom 
Gesamt-N, Stupel?) fand nach Braunsteins Methode bei Kaninchen bei 
Grünfutter 85,5, bei Hunger 88,9, bei Fleischkost 89%. Yoshikawa?) fand 
nach Mörner-Sjöquist in der Norm 84 bis 86%, bei Phloridzinkaninchen 
aber noch höhere Werte. 

Ich war nun aber überrascht, als ich in zahlreichen Kaninchenharnen 
den Harnstoff außer nach Mörner-Sjöquist auch nach dem Soja-Urease- 
Verfahren bestimmte, ganz unerwartet niedrige Harnstoffwerte zu erhalten. 

Ich teile die Resultate zweier derartiger Versuchsreihen im folgenden mit. 

In der ersten Serie schwanken die Differenzen zwischen den Mörner- 
Sjöquist- und Ureasewerten zwischen 10 bis 17%, Mittel 15,9%, in der 
zweiten Serie zwischen 5 bis 17%, Mittel 11,4% zuungunsten der Urease. 
Es ist recht instruktiv, daß diese Differenz in der Hungerserie vom Einsetzen 
der prämortalen N-Steigerung angefangen progressiv abnimmt. Man ge- 
winnt so den Eindruck, als ob im Harn neben dem Harnstoff eine zweite 


1) E. Gautrelet und J. Gautrelet, C. r. Soc. Biol. 68, 691, 1910. 


2) Stupel, Dissert. Würzburg 1910. Jahresber. f. Tierchem. 40. 642. 
3) Yoshikawa, Zeitschr. f. phys. Chem. 75. 475. 1911. 
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Wärmestichversuch C (Pangarperiode): 

















| Gesamt.N | Nach, Mörner Sjö yu er i Deet 
Datum Ea A m NEAR 
| Tagesharn Ä im Tagesharn GesamtsN | im Tagesbarn Gesamt 
= m ———— Ben m PEN. SER 
11, XU 0,70 | 70 
12. „ 1,28 | 74 
13. „ 0,42 | 73 
Lë „ 1,24 72 
18. ;,, 1,13 | 70 
16. „ 1,03 75 
17. 99 0,60 is 
18. „ 1,41 Ä 77 
19. „ 0,68 7 
20. „ 0,94 75 
21. ,, | 1,25 | 78 
Mittel 896 || Mittel 737 
Hungerversuch. 
3.Hungertag || 1,67 | 1,49 90 \ 1,23 l 73 
4. e 0,96 0,87 | 91 0,71 74 
B. 1 324 J 3,02 93 2,65 81 
e | 271 24 | % | 230. 84 
7. >. | 238 ¡| 221 | 93 | 210 ' 88 
Mittel 91,4 || Mittel 800 


Substanz vorhanden wäre, welche bei der Mörner-Sjöquist-Methode als 
Harnstoff mitbestimmt wird und welche in dem prämortalen Stadium des 
Hungerversuchs aus dem Harn verschwindet. 


Welche Deutung sollen wir nun diesen Befunden geben und welche 
Harnstoffzahlen sollen wir als die richtigen gelten lassen? Die hoben 
Mörner-Sjöquist- oder die niederen Ureasewerte ? | 

Kürzlich hat @. Revoltella*) in diesem Laboratorium eine Unter- 
suchung ausgeführt, aus der hervorgeht, daß auch wenn man reine 
Harnstofflösungen mit einem Überschuß von Urease unter geeigneten 
Bedingungen vergären läßt, die Gärung infolge einer Gleichgewichts- 
reaktion nicht ganz bis zu Ende verläuft. Es wird nur vergoren: 
Tabelle I 94%, Tabelle II 96%, Tabelle IV 92%, Tabelle VI 93%, 
Tabelle VII 93%, Mittel 94 %. 

Wir müßten also den in der ersten Serie ermittelten Ureasewert 
von 73,7 etwa um 6%, auf rund 80 % hinaufkorrigieren, um der Wahrheit 
näher zu kommen. Aber auch dann bleibt noch dem Mörner-Sjöqus- 
Mittelwert gegenüber eine Differenz von etwa 10%, übrig. 

Bekanntlich wird beim Mórner-Sjóquist-Verfahren die harnstof- 
haltige Fraktion schließlich durch Erhitzen, sei es mit Magnesium- 
chlorid und Salzsäure (nach Folin) oder durch Erhitzen mit glasiger 
Phosphorsäure (nach Braunstein) gespalten und das gebildete NH, 


1) G. Revoltella, diese Zeitschr. 184, 336, 1922. 
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chließlich abdestilliert. Es ist oft darauf hingewiesen worden, daß 
>ei diesem Vorgang sicherlich auch andere, der Harnstofffraktion bei- 
zemnengte Substanzen zu NH, zersetzt wurden. 

Vor allem kommt dabei in erster Linie das Allantoin in Betracht. 
D. _Aders Plimmer und R. F. Skelton!) haben gezeigt, daß die Urease 
Allantoin nicht zersetzt, während mittels der Folinschen Magnesium- 
chloridmethode neben dem Harnstoff auch das Allantoin quantitativ 
zersetzt und neben dem Harnstoff zur Bestimmung gebracht wird. 
Es läßt sich so angeblich in Harnen, die Allantoin enthalten, der Gehalt 
an Allantoin leicht aus der Differenz von Gesamt-N minus N N 
minus Harnstoff-N berechnen. 

Es fragt sich nun, ob denn der Gehalt an Allantoin im Kaninchenharn 
ein so großer ist, um für eine Differenz von etwa 10%, in unseren Ver- 
suchen aufkommen zu können? Ich glaube, dies entschieden ver- 
neinen zu sollen. Nach Wiechowski?) scheiden mittelgroße Kaninchen 
in 24 Stunden 0,07 bis 0,15g Allantoin aus, ähnliche, höchstens nur 
weniger größere Werte hat Starkenstein®) beobachtet, demnach etwa 
0,02 bis 0,05 g Allantoin-N. Dieser vermag also auch nicht annähernd 
die in unseren Versuchen (s. obige Tabelle) zutage tretende Differenz 
von etwa 0,2 bis 0,4g N zu decken. 

Da ich durch äußere Verhältnisse verhindert bin, diese Unter- 
suchungen fortzusetzen, muß ich mich mit diesen vorläufigen Fest- 
stellungen begnügen und bemerke nur noch, daß weitere Untersuchungen 
in gleicher Richtung in diesem Laboratorium im. Gange sind. 


C. Kreatininausscheidung. 

Die Steigerung der Kreatininausscheidung im Fieber kann eine 
erhebliche sein. So haben Myers und Volovic eine solche im Ausmaß 
von 34 bis 36% als Folge einer Steigerung des endogenen Eiweiß- 
stoffwechsels beobachtet. Eine derartige vermehrte Kreatininaus- 
scheidung im Fieber ist auf die beschleunigte Umwandlung einer adia- 
lysablen Vorstufe des Kreatins im Muskel in Kreatinin bezogen worden. 
Nicht alle Fieberformen sind diesbezüglich gleichwertig. Man hat 
eine Mehrausscheidung auch bei manchen nicht infektösen Hyper- 


thermien beobachtet, andererseits, z. B. selbst bei hohem Typhusfieber, 
vermißt®). 


1) R. H. Aders Plimmer und R. F. Skelton, Biochem. Journ. 8, 70, 
1914. 


2) Wiechoweki in der 11. Auflage von Neubauer-Huipperts Analyse des 
Harns 2, 1066, 1913. 

3) E. Starkenstein, diese Zeitschr. 106, 157 ff., 1920. 

t) ©. Myers und G. O. Volovic, Journ. of biol. Chem. 14, 489, 1914. 
E. Ch. Meyer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 184, 219, 1920. M. Bürger, 
Zeitschr. f. exper. Med. 18, 1, 1921. 
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In unseren Versuchen betrug die Kreatininstickstoffausscheidun: 
im Hungerzustande: 








, Vor dem Stich N Nach dem Stich 
fT e Gesamt:N 'Tagesausscheidung] Gesamt: 
\ se g AA SE a oa = E WEE, A 





Wärmestich A | 0,080—0,098 62 92 | 0,036—0,085 | 5.018 
e B | 0/051—0,061 ' 58— 89 8 
S C || 0,037—0,077 | 45— 64 | 0,006-0,114 | 54-73 


Káltestioh A | 0/076—0,126 | 50-100 | 0017-0076 | 5,0-58 
Bl 0086-0002 | 52-92 | 0042—0057 | 42-92 
„C | 0033-0066 | 49—73 i 0030 42 
Wir werden also annehmen müssen, daß weder der Waármestii 

noch der Kältestich jene Faktoren, von welchen die Kreatinınausschedug 
in erster Linie abhängig ist, wesentlich zu beeinflussen vermag. Es steh: 
dies in Übereinstimmung mit Beobachtungen von O. Riesser!), de 
den Wärmestich ohne Einfluß auf den Kreatingehalt der Muskeln 
gefunden hatte. 


Zusammenfassung. 


l. Der Wärmestich vermag den Eiweißzerfall im Organismu 
ebensowenig zu steigern, als der Kältestich ihn herabzusetzen vermag: 
der chemische Wirkungsmechanismus von beiderlei Eingriffen betrift 
nicht die Sphäre des Protein-, vielmehr ausschließlich oder doch in 
erster Linie diejenige des Kohlehydratstoffwechsels. 

2. Wenn nach Rubner hungernde Kaninchen im Verlaufe der 
ersten Hungerwoche täglich 2,3 bis 3,1%, ihres gesamten N-Bestandes 
mit dem Harn ausscheiden, so betrug die Tagesausscheidung bei meinen 
Kaninchen nach Wärmestich 1,8 bis 3,2%, nach Kältestich 2,4 bs 
2,8%, ihres schätzungsweise ermittelten N-Bestandes. Von einer er- 
höhten Tendenz des Organismus, unter Einwirkung des Wärmestich 
seinen N-Bestand zu liquidieren, kann keine Rede sein. 

3. Ebensowenig wird die Harnstoffausscheidung durch den Kälte 
oder Wärmestich in spezifischer Weise beeinflußt. Der nach Höre: 
Sjöquist ermittelte Harnstoffgehalt des Harns (bezogen auf Gesant-\ 
= 100) bei Kaninchen betrug im Hungerzustande 85 bis 93%, nach 
dem Wärmestich 86 bis 93%, nach dem Kältestich 89 bis 93%. 

4. Ebensowenig war von einer wesentlichen Beeinflussung de 
Kreatininausscheidung durch den Wärme- oder Kältestich etwas 1 
merken. Zu 

5. Die Ermittlung des Harnstoffgehaltes des Hungerkaninche- 
harns nach dem Ureaseverfahren ergab in Serienversuchen um sb 


1) Arch. f. exper. Path. 80, 183, 1916. 
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rieles niederere Werte als das Verfahren nach Mörner-Sjöquist: 
Mittel 73,7 gegenüber 89,6 bzw. 80,0 gegenüber 91,4. 

Auch wenn man die niederen Ureasewerte (entsprechend einer 
von G. Revoltella ermittelten Korrektur) um 5 bis 6%, erhöht, verbleibt 
noch eine sehr erhebliche Differenz, die offenbar darauf beruht, daß 
bei jenen Harnstoffbestimmungsmethoden, wo der Harnstoff schließlich 
durch Erhitzen mit MgCl, + HCl oder HPO, zerstört wird, auch 
andere Substanzen der Zerstörung anheimfallen und daß ihr N dem 
Harnstoff zugerechnet wird. Eine dieser Substanzen ist anscheinend 
das Allantoin; doch reicht dasselbe bei weitem nicht aus, um obige 
große Differenzen zu erklären. Offenbar sind derartige labile Sub- 
stanzen auch im Hungerkaninchenharn reichlich vorhanden; doch 


scheint die Menge derselben beim Einsetzen des prämortalen N-Anstiegs 
erheblich abzusinken. 


Studien über die Beziehung einzelner Organe 
zur Blutgerinnung und über die Beeinflussung der Thrombin- 
wirkung durch Sekrete und Exkrete, nebst Untersuchunge 
über Antithrombin und über Fibrinolyse. 


Von 
Keizo Hiruma (Osaka). 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 23. April 1923.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Von allen Organen im tierischen Organismus ist das Pankreas 
das fermentreichste. Es lag darum nahe, zu untersuchen, ob die Fermente 
des Blutes in irgend einer Abhängigkeit von diesem Organ stehen. 
Solche Untersuchungen sind schon mehrfach Gegenstand der Unter- 
suchung gewesen. So haben Ehrmann und Wohlgemuth!) festzustellen 
versucht, ob das Pankreas an das Blut Amylase abgibt und so für den 
ständigen Vorrat an Diastase im Blute sorgt. Sie untersuchten beı 
Hunden das aus dem Pankreas kommende Blut, also das Blut der 
Vena pancreatico-duodenalis auf seinen Diastasegehalt und verglichen 
ihn mit dem aus anderen Gefäßen entnommenen Blute. Bei sorgfältiger 
Schonung der Drüsensubstanz aber war im Pankreasvenenblut nicht 
mehr Diastase anzutreffen als in dem Blute aus anderen Gefäßprovinzen. 
Dann hat Wohlgemuth?) das Blut von pankreaslosen Hunden auf seinen 
Diastasegehalt geprüft und fand trotz lang ausgedehnter Versuche — 
in einem Falle überlebte der Hund die totale Pankreasexstirpation 
41 Tage — keine wesentliche Abnahme der Diastase im Blute. Ganz 
anders dagegen waren die Resultate, wenn durch Unterbindung des 
Ausführungsganges der Pankreasdrüse das äußere Sekret gezwungen 
wurde, seinen Weg über die Blutbahn zu nehmen. In diesem Falle 
wurde stets eine sehr starke Vermehrung der Diastase festgestellt. 

Bezüglich der Blutgerinnungsfaktoren wissen wir aus den Unter- 
suchungen von Wohlgemuth®), daß nach Unterbindung des Pankreas- 


1) Ehrmann und Wohlgemuth, diese Zeitschr. 21, 421, 1909. 
2) Wohlgemuth, ebendaselbst 21, 381, 1909. 
3) J. Wohlgemuth, Berl. klin. Wochenschr. 1917, Nr. 4. 
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ganges der Gehalt des Blutes an Fibrinogen sehr erheblich gesteigert 
ist; er konnte eine Zunahme des Fibrinogens um das Zwei- bis Vier- 
fache, ja sogar mitunter um das Achtfache feststellen. Anders dagegen 
das Fibrinferment: dieses blieb während der ganzen Zeit, von geringen 
Schwankungen abgesehen, unverändert. Er schloß daraus, daß unter 
dem Einfluß des in das Blut übertretenden Pankreassekretes die Leber 
ihren ganzen Vorrat an Fibrinogen ins Blut ausschüttet, und konnte 
auf diese Weise den Nachweis führen, daß die Leber die Bildungs- 
stätte des Fibrinogens ist. 


Es galt nun zu untersuchen, wie bei dieser gewaltigen Fibrin- 
vermehrung die Gerinnbarkeit des Blutes sich verhält. A priori konnte 
man ebenso eine Verkürzung wie eine Verlängerung der Gerinnungszeit 
annehmen. Eine Verkürzung der Gerinnungszeit mußte man erwarten, 
wenn die Annahme richtig war, daß, je größer das Angebot an Fibrinogen 
war, um so eher sich ein erstes Gerinnsel in einem Blutstropfen bildet. 
Andererseits durfte man mit einer Verzögerung der Gerinnungszeit 
rechnen, wenn es zutrifft, daß erst die ganze Fibrinogenmenge um- 
gewandelt sein muß, ehe die Gerinnselbildung vor sich geht. 


Als Versuchstiere dienten ausschließlich Kaninchen. Zunächst wurde 
vor der Unterbindung die Gerinnungszeit mehrmals bestimmt, dann nach 
der Operation in 24stündigen Zwischenräumen. Die Bestimmung der 
Gerinnungszeit geschah mit ganz einfachen Mitteln. Von den neuerdings 
empfohlenen Verfahren mußte Abstand genommen werden, da diese stets 
eine Blutmenge erfordern, deren Entnahme nicht ohne wesentliche Schädi- 
gung des Versuchstieres und damit verbundener Verdunklung der Resultate 
möglich war. Es wurde so vorgegangen, daß in die Randvene eines Ohres, 
nachdem die betreffende Hautpartie durch Rasieren von der Behaarung 
befreit war, mit einem scharfen Skalpell einer kleiner Schnitt gesetzt wurde, 
so daß der erste Blutstropfen schnell hervorsprang. Dieser erste Tropfen 
wurde auf einen vorher paraffinierten bereit gehaltenen Objektträger auf- 
gefangen und sofort in eine gleichmäßig temperierte feuchte Kammer 
gebracht; die Temperatur betrug stets 20°C. Die die feuchte Kammer 
abschließende Glasglocke hatte oben eine Öffnung, in der das Thermometer 
befestigt war. Nach Ablauf der ersten 4 bis 5 Minuten wurde das Thermo- 
meter herausgenommen, durch die Öffnung mit einem zu einer feinen, Spitze 
ausgezogenen Glasstab eingegangen und kontrolliert, ob beim Durchführen 
der Glasspitze ein Gerinnsel an ihm hängen blieb. Das Auftreten des ersten 
Gerinnsels galt als Eintritt der Gerinnung, und die hierzu erforderliche Zeit 
wurde als Gerinnungszeit notiert. Es gelingt auf diese Weise, gut über- 
einstimmende Werte zu erhalten, wenn man nur dafür sorgt, daß nach dem 
Einschnitt in die Vene der erste Blutstropfen aus dem Gefäß förmlich heraus- 
springt. Tritt er langsam aus, so ist er nicht zu verwerten. Man darf dann 
nicht etwa einen der nächstfolgenden Tropfen zum Versuch verwenden; 
denn dann ist dem Blute stets Gewebsflüssigkeit (Thrombokinase) in größerer 
Menge beigemengt, und man bekommt dann immer eine zu kurze Gerinnungs- 
zeit. Es bleibt in einem solchen Falle nichts anderes übrig, als die Ohrvene 
an einer anderen Stelle anzuschneiden. Ist aber der erste Tropfen schnell 
ausgetreten, so macht es keine Schwierigkeiten, das Auftreten des ersten 
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Gerinnsels mit Hilfe des fein ausgezogenen Glasstabes mit ausreichender 
Schärfe zu erkennen. 

Neben der Gerinnungszeit wurden gleichzeitig sowohl das Fibrinogen 
wie das Fibrinferment quantitativ bestimmt, um ein Urteil über die Be- 
ziehungen der einzelnen Faktoren zur Blutgerinnungszeit zu haben. Ak 
Methoden hierfür verwandte ich die von Wohlgemuth!) angegebenen Ver- 
fahren. 

Solche Versuche wurden im ganzen sechs ausgeführt. Da sie aber 
sämtlich im gleichen Sinne verliefen, begnüge ich mich mit der a 
von nur drei Versuchen. 











Versuch 1. 
Kaninchen, schwarzweiB, 2, 2150 g. 
u u | Gerinnungszeit | Fibrinogen-Einheiten 
Vor der Operation 13 Minuten 125 
Nach ,, E 18 =. 250 
ag >) IT 30 9 4. Tag 500 
on ap en 6 es 6. ,, 50 
8. ,, 250 
9 ,, 125 





Die Menge des Fibrinferments betrug vor und nach der Operation 
stets 125. Der Parallelismus zwischen der Gerinnungsverzógerung und der 
Zunahme an Fibrinogen ist aus folgender Kurve (Abb. 1) gut ersichtlich: 
































Versuch 2. 
Kaninchen, grauweiß, o", etwa 2000 g. 
e H Gerinnungszeit | Fibrinogen»Embhciter 
Vor der EEN BEE 6 Minuten | 125 
Nach ,, Ne 2. Tag... 13 N 250 

nm 99 „ 4. „ | | 23 „ 500 

29 LE? LA 6. 99 e e D 1 — 500 

29 (E: (E 7. II Sep ejj 5 sn | 250 

,> 38 ,, 9. ,> es . œ | ST i 125 

Die Fibrinfermentmenge blieb konstant 125. 
Versuch 3. 
Kaninchen, graublau, 2, etwa 1700 g. 

EE e Kä Gerinnungszeit al Fibrinogen»Einbciten 
Vor der Unterbindung . ..... 6 Minuten | 125 
Nach ,, = 2. Tag...ı 15 S | 250 

IT „ TT 4. 8 e o o $ 30 » 500 

LE) H D 6. 39 . D e ` | 23 ,, ' 250 

„ „ OË 8. an e e e 5 „ 125 


Fibrinferment konstant 125 Einheiten. 


1) J. Wohlgemuth, Grundriß der Fermentmethoden. Verlag Julius 
Springer, 1913, B. 320. 
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Aus sämtlichen drei Versuchen geht übereinstimmend hervor, daß 
ein ausgesprochener Parallelismus zwischen Gerinnungszeit und Fibri- 





l 2 3 4 5 6 7 8. 
Vor| und nach der Gangunterbindung I 
Abb. 1. Versuch 1. 
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Abb. 2. Versuch 2. 
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Vorl und nach der Ganguntertindung 
Abb.3. Versuch 3, 


nogenmenge besteht, und zwar nimmt die Zeit bis zum Auftreten des 
ersten Gerinnsels in gleichem Maße zu wie die Menge des Fibrinogens 
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und nimmt ebenso wieder ab mit Heruntergehen des Fibrinogens. 
Die Menge des Fibrinferments dagegen bleibt während der ganzen 
Versuchsdauer unverändert. 

Ich hatte eingangs darauf hingewiesen, daß a priori nicht mit 
Sicherheit zu sagen war, ob die erwartete Fibrinogenvermehrung eine 
Verkürzung oder Verlängerung der Gerinnungszeit zur Folge haben 
würde. Die Versuche haben im letzteren Sinne entschieden. Man 
könnte vielleicht hieraus für den Vorgang der Gerinnung schließen. 
daß erst die gesamte Menge des Fibrinogens in eine Form gebrach: 
werden muß, welche dem Fibrin nahesteht, und daß dann erst der 
Beginn der Faserbildung eintritt. Nicht, daß sich erst aus einem kleinen 
Quantum des Fibrinogens die Fibrinfaser bildet und dann aus einem 
anderen kleinen Quantum usf. Denn dann wäre ja nicht zu verstehen, 
weshalb bei Fibrinogenvermehrung eine Verzögerung der Gerinnung 
eintreten sollte, da doch für eine quantenweise sukzessive Umsetzung 
des Fibrinogens in Fibrin die Gesamtmenge des Fibrinogens gleich, 
gültig wäre, vorausgesetzt natürlich, daß wie hier die wirksame Fibrin- 
fermentmenge stets die gleiche ist. Dafür spricht auch die schon längst 
bekannte Tatsache, daß eine bestimmte Zeitspanne verfließen muß, 
ehe sich das erste Gerinnsel bildet, daß aber beim Eintritt dieses 
Momentes die Gerinnung in der ganzen Blutmenge wie mit einem 
Schlage erfolgt. In den hier mitgeteilten Versuchen waren die Be- 
dingungen so natürlich wie nur irgend möglich: die Fibrinferment- 
menge war stets die gleiche, das Fibrinogen dagegen um das Vierfache 
der ursprünglichen Menge vermehrt. Ich glaube somit, daß man bei 
dem Gerinnungsprozeß zwischen Fibrinogen und festem Fibrin noch eine 
zweite Phase annehmen muß, in der das Fibrin sich zwar noch in 
einem kolloiden Zustande befindet, der aber von dem des Fibrinogens 
schon wesentlich verschieden ist. 

Aus diesen Versuchen geht auch gleichzeitig hervor, wie schwierig 
es ist, aus der Gerinnungszeit allein auf die Zusammensetzung des 
Blutes bezüglich der Gerinnungsfaktoren etwas schließen zu wollen. Im 
vorliegenden Falle hätte man wahrscheinlich eher eine Verminderung des 
Fibrinferments als eine Vermehrung des Fibrinogens vermutet. Daraus 
ergibt sich die Pflicht, in allen Fällen, in denen man einer Änderung der 
Gerinnungszeit begegnet, diese anormale Erscheinung durch quantitative 
Bestimmung des Fibrinferments und Fibrinogens genau zu analysieren. 

Gleichzeitig mit diesen Untersuchungen habe ich meine Auf- 
merksamkeit der Methodik der quantitativen Fibrinferment- und Fibri- 
nogenbestimmung und dem Verhalten des Fibrinferments unter verschte- 
denen Bedingungen zugewandt. 

Die quantitative Bestimmung des Fibrinferments wird nach 
Vorschrift von Wohlgemuth so ausgeführt, daß man auf eine Reihe 
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von Reagenzglásern absteigende Mengen frisch gewonnenen Serums 
verteilt und zu jedem Gláschen 2ccm einer zehnfach verdúnnten 
Plasmalösung zugibt. Wohlgemuth schreibt hierfür Magnesiumsulfat- 
plasma vor. Ich habe nun auf Veranlassung von Herrn Prof. Wohlgemuth 
untersucht, ob und in welcher Verdünnung sich für diese Versuchs- 
anordnung auch anders zusammengesetztes Plasma eignet, und prüfte 
Fluornatriumplasma, Citratplasma und Oxalatplasma. 


Versuche mit Fluornatriumplasma. 

Das Fluornatriumplasma wurde in der Weise gewonnen, daß frisches 
Blut — wir verwandten teils Kaninchen-, teils Hammel-, teils Menschenblut 
zu unseren Versuchen — in ein Gefäß (Schale, Reagenzglas, Schüttelkolben) 
aufgefangen wurde, in dem sich eine ausreichende Menge Fluornatrium 
befand. Es wurde gut durchmischt und dann das Plasma von den Blut- 
körperchen durch scharfes Zentrifugieren getrennt. Für den Versuch kam 
das Plasma in 10-, 20-, 40-, 80- und 160facher Verdünnung zur Verwendung, 
wobei für die Verdünnung wie beim Magnesiumsulfatplasma, stets lproz. 
Kochsalzlösung angewandt wurde. Außerdem wurde zum Vergleich en 
Versuch mit Magnesiumsulfatplasma in der Verdünnung 1:10 angesetzt. 
Nach der Herstellung der einzelnen Verdünnungen wurde frisches Serum 
auf sechs Reihen Reagenzgläser in der üblichen Weise verteilt und nun zu der 
einen Reihe je 2ccm Fluornatriumplasma 1:10, zu der anderen je 2 ccm 
Fluornatriumplasma 1:20, zu der dritten je 2ccm Fluornatriumplasma 
1:40 usw. zugegeben, sämtliche Gläschen auf 24 Stunden in den Eisschrank 
gestellt und nach Ablauf der Frist das Resultat ermittelt. Dasselbe ist aus 
folgender Tabelle ersichtlich: 
































, Fluor Fluor» Fluor» | Fluors Fluors Magnesium» 
Fermentmengen natriums natriums natriums ; natrium» natriums sulfatplasma 
'plasma 1:10| plasma 1: :20) plasma 1: :40 ee :80 |plasma 1: 160 160 1:10 
1,0 PP e +++ + p +++ 
0,5 +++ EE ttt +++) +4 +++ 
02: ea ad stas A l ER 
0125 +++ +++ | +++] +++] + i +++ 
0,062 ++ +++ | +++ | +++] + +++ 
0,032 +++ | +++ +++ | 44+ | +. +++ 
0,016 | +++ + es y +++: +++ e Pet 
a al e a +++ 
0,004 +++ +++ | +++ +++] +4 + 
0.001 a A e a 
FE= , 250 | 500 | 500 , 500 | 250 | 250 


Aus der Tabelle geht hervor, daß für obige Versuchsanordnung 
Fluornatriumplasma in der Verdünnung 1:40 am geeignetsten ist, 
da noch 0,002ccm Serum imstande waren, ein starkes Gerinnsel in 
ihr zu erzielen. Die so ermittelte Fibrinfermentmenge beträgt 500, 
während mit Magnesiumsulfatplasma nur 250 Fibrinfermenteinheiten 
festgestellt wurden. 


Es wurde auch versucht, die Fibrinogenmenge im Fluornatriumplasma 
ganz analog der Vorschrift von Wohlgemuth für Magnesiumsulfatplasma zu 
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bestimmen und das Plasma von drei verschiedenen Kaninchen untersurk: 
und gleichzeitig mit Magnesiumsulfatplasma derselben Tiere verglicher. 


Das Resultat war folgendes: 
| Kaninchen 3 











Magnesium» 
sulfats 
plasma 
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l | l 

+ +++ do E —— 
+++ +++ +++. +++ | ——= 
+++ | +++ u Re ++ 
Se Ae dl Ve da er en, 
++ | +++ FE ee 
+ +++ ++ | ttt ++ 
+ + + 84 ++ + 
— + — o + I 
ES Ee Wë | + | = 
- l - == 1 - 
Fg=| 125 | 625 | 125 | 625 | 250 | 250 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, hat sich bei sámtlichen drei Tieren 
für das Fluornatriumplasma ein höherer Wert an Fibrinogen ergeben 
als für Magnesiumsulfatplasma. Dieses Resultat ist nicht weiter über- 
raschend: denn im Fluornatriumplasma ist das Fibrinogen, da es 
durch Zusatz von Fluornatrium in Substanz gewonnen wird, in un- 
verdünntem Zustande enthalten, während im Magnesiumsulfatplasma 
das Fibrinogen eine 25proz. Verdünnung erfährt. 


Versuche mit Citratplasma. 

Die Vorschrift für die Herstellung von Citratplasma lautet so, daß man 
in 1,0ccm 4proz. Natriumcitratlósung 9ccm Blut einfließen läßt, gut 
durchmischt und dann, das Plasma abzentrifugiert. Nach dieser Vorschrift 
wurde stets verfahren und eine Bestimmung des Fibrinferments unter 
Verwendung von Citratplasma in der Verdünnung 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 
vorgenommen. Das Resultat gebe ich in folgender Tabelle wieder: 








_ q OQ —— o 
Ga ? Citrate | Magnesium- 
Fermentmenge i um mass Rap Ko Kleren SE plasma | sulfatplasıa 


A 








| 
| 
| 
| 
| 


1:80 1: 
f l | 

0 d +++ | +++ | +++ | ++ | ++ 
0,5 | +++ o +++ | +++ | +4 +++ 
0,25 i +++ | +++ +++ It +++ 
0,125 | +++ +++ +++ | ++ +++ 
0,062 | +++ | +++ +++ ++ +++ 
0,032 | +++ +++ ae ee 
0,016 +++ | +++ | +++ | ++ | +++ 
0008 | + +++ | +++ | ++ +++ 
0,004 | + ++ | ++ | ++ ++ 
0,002 | = EE E | ++ ++ 
0,001 | Kë Kee + + t 
0,0005 | — Sdt e, - = 
Ff= , 250 | 50 | 1000 | 1000 ` 1000 


Auch das Citratplasma eignet sich sehr gut für die Bestimmung des 
Fibrinferments mit Hilfe der Reihenmethode, und zwar ergab die 40 fache Ver- 
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liánnung des Plasmas die besten Werte. Sie waren den Werten für Magne- 
sa uımsulfatplasma mindestens gleich, vielleicht noch eine Spur besser als diese. 

Andererseits wurde auch geprüft, wie sich Citratplasma für die 
Ei brinogenbestimmung eignet, und verglichen mit Magnesiumsulfatplasma 
Aesselben Tieres. Als Beleg führe ich von zahlreichen Versuchen nur drei an: 







Kaninchen 3 


Magnesium: 

















1,0 CG Geck 

0,5 ++ + 
0,25 +++ | +++ | +++ +++ 
0,125 +++ | +++ || +++ +++ 
0,062 +++ | +++ | +++ +++ 
0,032 +++ se  4+r +++ 
0,016 ++ sa a + 

0,008 + + + + 

0,004 Be = + zu 

A E: : 

Fg= | 125 | 125 | 250 | 125 | 125 |- 125 


Aus ihnen zeigt sich, daß für die Bestimmung des Fibrinogens 
Citratplasma mindestens ebenso geeignet ist wie Magnesiumsulfat- 
plasma, ja sogar bessere Werte ergibt, was natürlich seinen Grund 
hat in der etwas schwächeren Verdünnung des Citratplasmas. Denn 
Citratplasma ist nur um 10% verdünnt, während Magnesiumsulfat- 
plasma durch eine 25proz. Verdünnung des Blutes mit Magnesium- 
sulfatlösung gewonnen wird. 


Versuche mit O ; 

Für die Herstellung von Oxalatplasma lautet die Vorschrift, daß man 
Leem lproz. Kaliumoxalatlósung mit 9 ccm Blut versetzt, gut durchmischt 
und abzentrifugiert. Nach dieser Vorschrift wurde Oxalatplasma gewonnen 
und in einer Verdünnung von 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 für die Fibrin- 
fermentbestimmung verwandt und mit Magnesiumsulfatplasma verglichen. 
Das Resultat ist aus der nachfolgenden Tabelle ersichtlich: 


/ 











| Oxalatplasma | Magnesium» 
Permentmenge || -—_———_—_—amamp— mmm mmm sulfatplasına 
(ig | 1:2% | 1:40 11:80 1:10 
1,0 | +++ | +++ +++ ++ +++ 
05 | +++ | +++ | +++ | +4 | +++ 
0o25 | +++ | +++ +++ ++ | +++ 
TE ee Me +++ ++ +++ 
0,0625 +++ | +++ +++ ++ +++ 
0,032 +++ +++ +++ ++ +++ 
0,016 + ne +++ ++ +++ 
0,008 È R +++ ++ +++ 
0,004 = t +++ ++ +++ 
0,0005 e E 
Ff= | 125 ` 250 | 1000 | 2000 | 1000 


s 
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Hiernach ist auch das Oxalatplasma fúr Fibrinfermentbestim- 
mungen durchaus geeignet, am besten eine 40fache Verdünnung. 
Für die Verdünnungen wurden hier wie beim Citrat- und Fluoridplasma 
stets 1proz. Kochsalzlösungen verwandt. 

Auch für die Bestimmung des Fibrinogens ist Oxalatplasma gut 
verwendbar. Zum Beweise seien hier drei Versuche mitgeteilt: 











Kaninchen 1 Kaninchen 2 Kaninchen 3 
> ` a Lex b EX | p | mg — — —— 
Gem Oxalate Magnesium: | Oxalat. Magnesium: Oxalate Magnesium»s 
sulfats ; sulfat y 
plasma plasma plasma plasma plasma sulfatplasma 
1,0 bet 7 zez E rr er 
0,5 kk Ad ebe zb +++ +++ +] 
0,25 Band, ek ZE St IS AC L A ab, Se cke, 
U, l 25 =y ? ` o — + u a y Fb bam eg + ES ep =- D — El EEN 
0.062 em + —— -. — — _r dn =$ 4- f = f — Ee Fb e eg EH 
0,032 LE +++ kdb +++ EB U ++ 
0,016 T A q ei En pe ii 1 pa fa — + 
0,008 + d db p di + 
0,004 ` d de L + ge 
0.002 — - - —— eg bg 
Fg = 250 | 125 250 250 250 125 


Hiernach ergibt auch das Oxalatplasma bei der Fibrinogen- 
bestimmung deutlich höhere Werte als das Magnesiumsulfatplasma 
desselben Tieres: offenbar aus dem gleichen Grunde wie beim Citrat- 
plasma, weil das Blut nur eine Verdünnung um 10%, erhält gegenüber 
der Verdünnung beim Magnesiumsulfatplasma um 259%. 

Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden, daß ebenso wie 
Magnesiumsulfatplasma auch Fluornatriumplasma, Citratplasma und 
Oxalatplasma sowohl für die Fibrinferment- wie auch für die Fibri- 
nogenbestimmung nach Wohlgemuth durchaus geeignet sind. Bei der 
Fibrinogenbestimmung erhält man mit Fluornatriumplasma die höchsten 
Werte, da dieses Plasma in ganz unverdünntem Zustande für den 
Versuch zur Verwendung kommt, mit den anderen entsprechend 
kleinere, weil bei ihrer Herstellung das Blut eine Verdünnung um 
109%, erleidet. Für die Fibrinfermentbestimmung können die einzelnen 
Plasmata in weit stärkeren Verdünnungen angewandt werden als das 
Magnesiumsulfatplasma, und zwar eignet sich für alle am besten eine 
Verdünnung von 1:40, während für Magnesiumsulfatplasma sich eine 
zehnfache Verdünnung als am zweckmäßigsten erwiesen hat. Dem 
Fluornatriumplasma wird man vor den anderen in all den Fällen den 
Vorzug geben, wo man eine etwaige Calciumwirkung ausschalten will. 


Über das Verhalten des Fibrinferments unter verschiedenen Bedingungen. 
Schon Alexander Schmidt hatte festgestellt, daß das Fibrinferment 
oder Thrombin ein labiler Körper ist, der bald seine gerinnungerzeugende 
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Eigenschaft verliert. Ja nach Collingwood hält sich Thrombin im Serum 
nur ganz kurze Zeit und ist bereits nach 2 Stunden irreversibel zerstört. 
Diese letztere Angabe schien uns gegen die allgemeine Erfahrung zu 
sprechen, daß man Serum mehrere Stunden bei Zimmertemperatur 
halten kann, ohne daß das in ihm enthaltene Thrombin eine erhebliche 
Abschwächung zu erfahren braucht. Wir haben deshalb diese Frage 
systematisch mit Hilfe quantitativer Messung untersucht, in der Hoff- 
nung, einen Modus zu finden, wie man thrombinhaltiges Serum längere 
Zeit aufbewahren kann, ohne daß es von seinem Fermentgehalt ein 
großes Quantum einbüßt. 

Hierbei bedienten wir uns der Fibrinfermentmethode von Wohl- 
gemuth, auf die bereits oben ausführlich eingegangen wurde. 

Zu unseren Versuchen verwandten wir ganz frisch gewonnenes Serum 
teils vom Kaninchen, teils vom Hammel, teils vom Rind, teils vom Hund. 
Das aus einer Ader fließende Blut wurde in eine Schale aufgefangen, durch 
Schlagen mit einem Glasstab defibriniert und sofort zentrifugiert. Das so 
dargestellte Serum wurde abpipettiert und in drei Teile geteilt, die eine 
Portion bei Zimmertemperatur, die zweite im Eisschrank und die dritte 
direkt. in Eis aufbewahrt, nachdem von dem frischen Serum sofort eine 
Reihe zur Fibrinfermentbestimmung angesetzt worden war. Danach wurde 
nach 1 x 24 Stunden, nach 2x 24 Stunden, nach 4 x 24 Stunden, 
nach 8 x 24 Stunden und nach 16 x 24 Stunden in allen drei Portionen 
gesondert der Thrombingehalt ermittelt unter Verwendung von Magnesium- 
sulfatplasma, das vom Hammel stammte. Ich führe zunächst einen Versuch 
mit Hammelserum an (Tabelle 1). 

Aus diesem Versuche geht zunächst hervor, daß von einer Zer- 
störung des Thrombins schon innerhalb 2 Stunden, wie Collingwood 
angibt, gar keine Rede sein kann. Denn wir sehen, daß bei einem 
24stiindigen Aufenthalt selbst bei Zimmertemperatur die Thrombin- 
menge erst etwa um die Hälfte abgenommen hat und dann bei längerem 
Stehen immer geringer wird. Etwas anderes ist es, wenn man das 
Serum bei Bruttemperatur hält; dann beobachtet man schon nach 
wenigen Stunden eine beträchtliche Verminderung des Thrombins, 
und nach 24 Stunden ist in dem Serum keine Spur von Thrombin 
mehr enthalten. Denn unter dem Einfluß der Wärme geht das Thrombin 
schr schnell in den unwirksamen Zustand des Metathrombins über. 
Umgekehrt ersehen wir aus obiger Tabelle, daß das Thrombin sich um 
so länger wirksam hält, je niedriger die Temperatur ist, bei der man es 
aufbewahrt. Bei einer Temperatur von 0°C ist noch nach 16 Tagen 
Thrombin in geringer Menge im Serum nachweisbar. Noch deutlicher 
tritt das zutage, wenn man Serum im gefrorenen Zustande aufbewahrt. 

Hierfür sei ein Beispiel angeführt (Tabelle II). Für den Versuch ver- 
wandten wir Hundeserum und Hundeplasma (Magnesiumsulfat). Eine 
Portion wurde bei Zimmertemperatur, eine im Eisschrank und eine im 
Frigo (— 3 bis 6°C) gehalten. Die letztere mußte, da sie gefroren war, 
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Tabelle I. 
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vor dem Gebrauch stets aufgetaut werden. Dazu wurde jedesmal Wasser 
verwandt, dessen Temperatur nicht höher als 8% C war, um das Thrombin 
nicht durch zu starkes Erwärmen zu schädigen. Unmittelbar nach 
der Verflüssigung wurde die für den Versuch notwendige Menge ent- 
nommen und der Rest sofort wieder in den Frigo gestellt. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, besitzt die im Frigo gehaltene 
Portion noch nach 32 Tagen die Hälfte ihres ursprünglichen Thrombin- 
bestandes, während die bei Zimmertemperatur verbliebene schon nach 
8 Tagen kaum noch Spuren enthält und die Portion im Eisschrank 
gleichfalls nur noch wenig Thrombin aufzuweisen hat. Schon Loeb?) 
hatte festgestellt, daß das Thrombin, so empfindlich es auch gegen 
höhere Temperaturen ist, von sehr tiefen Temperaturen nicht geschädigt 
wird. Aus unseren Versuchen geht hervor, daß das Thrombin nicht 
nur nicht von tiefen Temperaturen geschädigt wird, sondern daß im 
Gegenteil tiefe Temperaturen sogar ein Schutz sind gegen seine Ver- 
nichtung. Offenbar hat man sich diesen Schutz so vorzustellen, daß 
die Umwandlung des Thrombins in das Metathrombin bei niedriger 
Temperatur viel langsamer vor sich geht als bei Zimmer- oder gar 
Brutschranktemperatur. Hierbei wird vorausgesetzt, daß das Inaktiv- 
werden des Thrombins tatsächlich auf der Umwandlung in eine un- 
wirksame Form beruht. Ob das wirklich der Fall ist, bedarf noch der 
Aufklärung. Denn die Ansichten über diesen Punkt gehen noch weit 
auseinander. So glaubt Pekelharing?), daB beim Stehen des Serums 
sich gerinnungshemmende Körper bilden, welche dem Thrombin ent- 
gegenwirken, während Mellanby®) vermutet, daß das Thrombin bei 
längerem Stehen von den Eiweißkörpern des Serums adsorbiert wird. 

Wir verfolgten nun weiter die Frage, auf welche Weise es sonst 
gelingt, das Thrombin vor der Inaktivierung zu schützen, und gingen 
dabei von der Überlegung aus, daß wahrscheinlich nicht bloß die Tem- 
peratur der Umgebung, sondern auch die ständige Berührung des Serums 
mit der Luft einen ungünstigen Einfluß auf das Thrombin ausüben 
könnte. Wenn das der Fall war, so mußte bei inniger Durchmischung 
des thrombinhaltigen Serums mit der Luft die Inaktivierung besonders 
schnell eintreten. Das mußte sich deutlich zeigen, wenn man Serum 
einige Zeit lang stark schüttelt. 

Zu dem Zwecke wurde frisch gewonnenes Serum in zwei Portionen 
geteilt; die eine wurde täglich 1 Stunde auf der Schüttelmaschine 
geschüttelt und dann mit der nicht geschüttelten Kontrolle bis zum 
nächsten Tage im Eisschrank gehalten. Dies wurde mehrere Tage mit 


1) L. Loeb, Biochem. Zentralbl. 6, 829 und 889, 1907. 
2) C. A. Pekelharing, diese Zeitschr. 11, 1, 1908. 
3) J. Mellanby, Journ. of physiol. 88, 28, 1908. 
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verschiedenen Sera durchgeführt. Das Resultat war in allen Falin 
fast das gleiche. Ich teile deshalb nur zwei Versuche mit. 


Versuch mit Serum vom Menschen. 










































































Se ‚ Frisches Serum Nach h1 Tag (i E) i Nach ; 2 Tagen (89 Nach 4 Tagen + 
oa. amaai IA 2 A E = nn = A 
menge nicht ges | ges nicht ges ge Ee ges | e “nicht ges 

g B schüttelt schüttelt schüttelt. schüttelt |, $ CHE EE schüttelt. eg 

E 1 CS ZE Se u 
1,0 EET EE EE ee ee 
0,5 0 +++ EE a AE EE KE ++ + E 
05 ns aa Sa aia cara e | ++ ES = 
A ` 
0,062 | ++! + i++] +j + EE EE 
00021 tv +4 ¿4 | bo loi - 2 
0.016 | £: = j — MEERE, ` 

_0,008 $ — I — | — = | BE E, EN = 
Ff = | 625 | 32 ` 32 | 16 | 16 | 8 ' 8 4 

Versuch mit Serum vom Kaninchen. 
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Aus beiden Versuchen ersieht man, daß das Schütteln tatsächlich 
die Inaktivierung des Thrombins beschleunigt. Das tritt besonder 
deutlich beim Kaninchenserum hervor. Wir haben hier dieselbe Er- 
scheinung der Schüttelinaktivierung, wie sie am Lab zuerst von Schmid- 
Nielsen!) beobachtet und genauer untersucht worden und später auch 
für das Pepsin von Shaklee und Meltzer?) festgestellt worden ist. Sk 
wird von Schmidt-Nielsen zum Teil als eine Adsorptionserscheinun 
aufgefaßt, zum Teil als eine Oberflächenwirkung, da ein großer Tel 
des Ferments in den Schaum übergegangen war. Für das Thrombi 
dürfte die letztere Erklärung kaum in Frage kommen, da wir mit de 
Untersuchung stets warteten, bis der Schaum verschwunden war. 
Und auch ein Haften des Ferments an der Wand des Schüttelgefäße 


1) S. und S. Schmidt-Nielsen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 60, 426, 1902. 
2) Shaklee und Meltzer, Amer. Journ. of Phys. 25, 81, 1909. 
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war nicht zu konstatieren. Trotzdem war jedesmal nach dem Schütteln 
ein deutliches Schwácherwerden der Thrombinwirkung festzustellen. 

Es fragte sich nun, welcher Bestandteil der Luft diesen schädigenden 
Einfluß auf das im Serum enthaltene Thrombin ausübt. Wir dachten 
zunächst an die Kohlensäure. Wenn das zutraf, so mußte die Schädigung 
sich sofort zeigen, wenn man Kohlensäure in das Serum einleitete. 
Wir fanden aber ganz übereinstimmend in allen Versuchen nicht nur 
keine Abschwächung, sondern eine deutliche Verstärkung der Thrombin- 
wirkung gegenüber der Kontrollportion. Als Beleg führen wir nur 
einen Versuch an. 

Zu diesem Versuche verwandten wir frisches Rinderserum. In 
eine Portion wurde 30 Minuten lang Kohlensäure eingeleitet, die andere 
diente als Kontrolle. In beiden wurde dann das Thrombin bestimmt, 
und nach Entnahme der hierzu erforderlichen Mengen wurde der Rest 
bis zum nächsten Tage im Eisschrank aufbewahrt. Nach 24 Stunden 
wurde wieder in die eine Portion Kohlensäure eingeleitet, wieder das 
Thrombin in beiden bestimmt und am zweiten Tage ebenso verfahren. 
Das Resultat ist aus der folgenden Tabelle ersichtlich: 


Rinderserum mit Kohlensäure behandelt. 
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Frisches Serum Nach 1 Tag | Nach 2 Tagen 
EE, E MO | co BR Co y un | CO 
behandelt | 2 | behandelt M2 | behandelt ' get 
1,0 becht A e ds. papas ee 
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0,016 E EE E E A +++ 
0,008 | +++ +++ I! +++. +++: + | ++ 
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Aus der Tabelle geht deutlich hervor, daß unter dem Einfluß der 
Kohlensäure die Thrombinwirkung stärker ist als in der Kontrolle; 
noch nach zweitägigem Stehen ist die betreffende Portion wirksamer 
als das frisch untersuchte Serum. Die Kohlensäure der Luft kann es 
also nicht sein, die den schädigenden Einfluß auf thrombinhaltiges 
Serum ausübt. 

Wir verfolgten nun weiter die Frage, auf welche Weise es sonst 
gelingt, das Thrombin vor der Inaktivierung zu schützen. Da beim 
Stehen an der Luft jedesmal ein Schwächerwerden des Thrombins 
deutlich festzustellen war, untersuchten wir das Verhalten des Serums bei 
Luftabschluß. Zu dem Zwecke wurde frisch gewonnenes Serum sofort. 
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yleichende Versuche mit Paraffinum liquidum an, das wohl einen guten 
LuftabschluB garantiert, aber gegenúber dem Wachstum der Bakterien 
ganz indifferent ist. Die Versuche fielen sámtlich in dem Sinne aus, 
daß von einem günstigen Einfluß des Paraffins auf die Erhaltung des 
Thrombins keine Rede sein kann. Als Beleg hierfür nur ein Versuch 
mit Rinderserum, das bei Zimmertemperatur gehalten wurde. 
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Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB in der unter Paraffin gehaltenen 
Portion das Thrombin ebenso schnell abnimmt wie in der Kontrolle. 
Man darf hieraus wohl folgern, daß der günstige Einfluß des Toluols 
auf die Konservierung des Thrombins so aufzufassen ist, daß das Toluol 
das Bakterienwachstum behindert. Sehr wahrscheinlich ist das 
Schwächerwerden des Thrombins zum Teil dadurch bedingt, daß sich 
auf dem überaus günstigen Nährboden des Serums sehr schnell Bakterien 
entwickeln und einen Teil des Thrombins adsorbieren. Gleichzeitig 
damit geht aber die Umwandlung des Thrombins in Metathrombin 
vor sich und vielleicht wird auch dieser Vorgang durch die Gegenwart 
der Bakterien beschleunigt. Denn wenn man, wie oben gezeigt wurde, 
Serum in gefrorenem Zustande hält, also die Wachstumsbedingungen 
für Bakterien besonders ungünstig gestaltet, kann die Metathrombin- 
bildung fast vollkommen ausbleiben. | 


Beeinflussung der Thrombinwirkung durch Sekrete und Exkrete. 


Während es eine schon lange bekannte Tatsache ist, daß Gewebs- 
extrakte reichlich Kinase enthalten und stark fördernd auf die Blut- 
gerinnung wirken, ist über die Beziehung der einzelnen Sekrete zur 
Blutgerinnung, wenn wir von der Galle absehen, noch nichts bekannt. 
Ich untersuchte deshalb Speichel, Mageninhalt, Duodenalsaft, Pankreas- 
saft, Frauenmilch und Urin auf ihren Gehalt an Gerinnungsfaktoren. 

Was zunächst den Speichel anbetrifft, so wurde bei der Gerinnung 
desselben genau darauf geachtet, daß er keine Spur einer Blutbei- 
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mengung enthielt. Denn jede Spur Blut mußte natürlich das Resultat 
im Sinne einer Förderung beeinflussen. Es wurden nur solche Portionen 
verwandt, bei denen das Sekret aus weitgeöffnetem Munde spontan 
ohne Saugbewegung in die bereitgehaltene Schale geflossen war. Als 
Reagens verwandten wir, wie in allen früheren Versuchen, Magnesium- 
sulfatplasma nach Alexander Schmidt, das mit lproz. Kochsalzlösung 
auf das Zehnfache verdünnt wurde und selbst nach 48stúndigem 
Stehen im Eisschrank völlig flüssig blieb. Die Versuche wurden ~ 
ausgeführt, daß der Speichel in absteigenden Mengen auf eine Reih- 
von Reagenzgläsern verteilt und jedes Quantum mit 2ccm Magmesiun- 
sulfatplasma (1:10) beschickt wurde. Nach 24stündigem Stehen im 
Eisschrank wurde das Resultat abgelesen. Es zeigte sich in jeden 
Falle, daß Speichel imstande ist, Magnesiumsulfatplasma zur Gerinnung 
zu bringen. Das Resultat ist aus folgender Tabelle ersichtlich. 
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Wir sehen, daß in sämtlichen untersuchten sechs Fällen der Speicht! 
die Fähigkeit besitzt, verdünntes Magnesiumsulfatplasma zur Gerinnunz 
zu bringen. Diese Fähigkeit ist im Vergleich zum frischen Blutserum 
schwach, immerhin ist sie, absolut betrachtet, nicht unbeträchtlich. 

Es fragt sich nun, welcher Art diese Substanz ist. Man könnte 
zunächst versucht sein, da ja verdünntes Magnesiumsulfatplasma für 
die Versuche verwandt wurde, sie für Thrombin zu halten. Dagegen 
spricht aber die Beobachtung, die wir mit gekochtem Speichel machten. 
Wir fanden nämlich, daß auch Speichel, den wir eine halbe Stunde 
lang im siedenden Wasser gehalten hatten, von dieser Wirkung nicht 
viel eingebüßt hatte. Als Beleg führe ich in der folgenden Tabelle 
zwei Versuche an: 























H ? Fall 2 | Fall 6 
Speichelmenge | ee pote S EE Eh EE 
nativ | gekocht "i nativ | gekocht 
| 
1,0 o +++ +++ lo +++ 1 +++ 
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Nun haben wir ja oben gesehen, wie außerordentlich empfindlich 
fertiges Thrombin gegen Hitze ist; ein hitzebeständiges Thrombin 
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gibt es nicht. Dagegen wissen wir aus den Untersuchungen von Bordet 
und Delange!), daß die Cytocyme (Kinase) hitzebestándig sind. Wir 
haben es also wohl auch im Speichel mit einer Kinase zu tun. 

Ein ganz anderes Verhalten als der Speichel zeigt der Duodenalsaft. 
Allein ist er überhaupt nicht imstande, verdünntes Magnesiumsulfat- 
plasma zur Gerinnung zu bringen. Aber auch in Gemeinschaft mit 
wirksamem Serum vermag er keine aktivierende Wirkung zu entfalten, 
vielmehr hemmt er, selbst wenn man nur 0,1 cem Duodenalsaft zusetzt, 
noch so aktives Serum so stark, daß selbst im ersten Gläschen mitunter 
die Gerinnung ausbleibt. 





Zusatz von 0,1 ccm 
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Diese hemmende Wirkung dürfte wohl in erster Reihe auf das 


in ihm enthaltene Trypsin zurückzuführen sein. Denn wenn man den 
Duodenalsaft kocht, ist seine hemmende Wirkung eine wesentlich 
schwächere. Hierfür ein paar Beispiele. 
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Die Versuche wurden so ausgeführt, daß frischer Duodenalsaft 
in zwei Portionen geteilt wurde, die eine Portion blieb bei Zimmer- 
temperatur stehen, die andere wurde 15 Minuten im Dampfbade erhitzt 
und dann in zwei Versuchsreihen den einzelnen Serummengen zugesetzt. 
Aus der obigen Tabelle geht deutlich hervor, daß durch das Erhitzen 


1) Bordet und Delange, Soc. Biol. 72, 510, 1912. 
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die hemmende Wirkung des Duodenalsaftes wesentlich geringer ge- 
worden ist. In der Hauptsache durfte danach wohl die Hemmung 
auf das Trypsin zurückzuführen sein. Der bei weitem kleinere Anteil 
an der Hemmung ist bedingt durch die Gegenwart der Galle und der 
gallensauren Salze, von denen wir ja durch die Untersuchungen von 
Morawitz und Bierich!), Nolf?) und Doyon?*) wissen, daß sie das Thrombin 
in seiner Wirkung hemmen. 

Auch reiner, aus einer Fistel gewonnener Pankreassaft, der voll 
kommen frei von Gallenbestandteilen ist, hemmt zunächst das Thrombi: 
in seiner Wirkung. Wenn man aber das in ihm enthaltene Trypsin 
unwirksam macht, wirkt er deutlich aktivierend. 

Die Versuche wurden zunächst so ausgeführt, daß wir den Pan. 
kreassaft durch längeres Erhitzen von seinen Fermenten befreiten 
und dann zusammen mit Thrombin auf Magnesiumsulfatplasma wirken 
ließen. Hier erhielten wir nicht in allen Fällen eine deutliche Ver- 
stärkung der Thrombinwirkung, und man konnte daran denken, dab 
durch die lange Einwirkung der Hitze außer den Fermenten auch dit 
anderen Bestandteile des Saftes gelitten haben. Wir versuchten deshalb. 
durch ein schonenderes Verfahren den Pankreassaft von seinen Fer- 
menten zu befreien, indem wir 4ccm Saft mit 2ccm n/10 HCl ver 
setzten, 1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen ließen und dann 2 ccm 
n/10 NaOH zur Absättigung der Säure zufügten. Wir konnten uns 
in besonderen Versuchen jedesmal davon überzeugen, daß die Diastax 
und das Trypsin vollkommen, die Lipase bis auf einen kleinen Rest 
zerstört waren. Mit diesem so inaktivierten Safte führten wir dann unsere 
Versuche aus und fanden jedesmal eine deutliche Verstärkung der 
Thrombinwirkung. Als Beleg führen wir nur je ein Beispiel an: 








f Kontrolle Pankreassaft Pankreassaft mit 








Kaninchen» R ` 

sum ` "` ec EN en 
Dr, | See we E 
Da. E 
0,23 1 +++ 1 +++ +++ 
0,125 | +++ +++ +++ 
0,062 ' +++ +++ | +++ 
0,032 1 ++ +++ +++ 
0,008 SS > ES 
0,004 e 2 g Š 





Hiernach unterliegt es keinem Zweifel, daß auch im reinen Pan- 
kreassaft eine Thrombokinase enthalten ist. 


1) Morawitz und Bierich, Arch. f. exper. Path. und Pharm. 54, 716, 1906. 
2) Nolf, Arch. di Fisiol. 7, 216, 1909; Ergebn. inn. Med. 10, 1913. 
3) Doyon, Joum. de Phys. et de Path. génér. 14, 229, 1912. 
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Ferner haben wir auch den Magensaft auf sein Verhalten gegen- 
über Magnesiumsulfatplasma allein und in Verbindung mit Thrombin 
untersucht. Um die Pepsinwirkung auszuschalten, wurde er. durch 
Zusatz von n/10 NaOH schwach alkalisch gemacht und 1 Stunde 
später neutralisiert, und wir ließen ihn dann im Eisschrank auf zehnfach 
verdünntes Plasma einwirken. Es trat aber niemals eine Gerinnung 
ein. Wenn wir ihn dagegen in Gegenwart von Thrombin mit Plasma 
zusammenbrachten, war mitunter eine leichte Aktivierung zu kon- 
statieren. | 

Endlich haben wir auch mit Frauenmich Versuche angestellt. 
Hier mußte man aber berücksichtigen, daß schon der hohe Ca-Gehalt 
der Milch allein imstande ist, im verdünnten Magnesiumsulfatplasma 
eine Koagulation zu bewirken. Wir stellten deshalb zunächst in einem 
Reihenversuch fest, bei welcher Verdünnung noch gerade eine Ge- 
rinnselbildung eintrat, meist war das bei der 64fachen Verdünnung. 
Es wurde dann von der Milch eine 100fache Verdünnung mit 1,0proz. 
NaCl-Lösung hergestellt und je Leem davon einer Thrombinreihe 
zugesetzt. Von den zahlreich untersuchten Fällen seien nur drei in 
folgender Tabelle mitgeteilt: 






































ec Fa 1: Fall 4 1:100 ` Fall : 100 
Serummenge | Kopale poeem déin ` däin | FA 
1.0 +++ A Se, ae 
0,5 I +++ +++ +++ 
0,25 a T | "Fer FT | rer 
0,125 O | ae E ge e a | Fr 
0,062 +++ | +++ re ee 
0,032 +++ | +++ EE EE 
0,016 S SCH | PPT er | PEF 
ug A +H + |o ++ 
e + + + 
0,002 | SE | u = | = 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daß auch die Milch Thrombokinase 
enthält, und zwar in nicht unbeträchtlicher Menge. Denn man muß 
bedenken, daß in obigen Versuchen mit einer 100fachen Verdünnung 
der Milch gearbeitet wurde und trotzdem noch eine deutliche Akti- 
vierung des Thrombins erzielt wurde. Das trifft aber durchaus nicht 
für alle Fälle zu; in manchen war die Wirkung eine sehr schwache, 
in einzelnen sogar überhaupt keine Beeinflussung des Thrombins zu 
erkennen. Bei Kuhmilch war in der Mehrzahl der Fälle das Resultat 
ein negatives. Durch Kochen wird die Kinase stark geschädigt. 

Wir haben dann, um möglichst jeden Einfluß des in der Milch 
enthaltenen Ca zu begegnen, die Versuche auch mit Fluornatriumplasma 
wiederholt und haben zunächst Frauenmilch allein in absteigenden 
Mengen auf 40fach verdünntes Fl-Plasma einwirken lassen. Dabei 
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fanden wir, daß schon 0,25com Milch keine Gerinnung mehr zu be- 
wirken imstande war. Dann haben wir den Einfluß von 0,1 ccm Milch 
auf eine Serumreihe studiert und gefunden, daß auch so eine deutliche 
Verstärkung der Thrombinwirkung zu konstatieren war. 

Von Exkreten untersuchten wir nur den Urin auf einen etwaiger: 
Gehalt an Kinase, zunächst den von normalen Individuen. Dabei 
ergab sich, daß im normalen Urin nicht nur keine Kinase enthalten 
war, sondern daß der Urin meist die Thrombinwirkung stark hemmt. 
trotz seines nicht unbeträchtlichen Kalkgehaltes. Die Versuche wurde 
in der analogen Weise wie mit den Sekreten ausgeführt. Diese Hemmunz 
trat aber erst dann stark in die Erscheinung, wenn man nicht zu klein 
Urinmengen der Thrombinreihe zusetzte. Ich führe von den zahlreichen 
Versuchen nur einen an: 











Thrombinmenge  KgntzollcOSproz.) Urinmense ` Urinmenge ` Urnmene 
1,0 Kr | Sr | es Ser 
0,5 A Er Fer EE 
0,25 A sdear E. et SE 
0,125 re le, bs | uvas ale a 
0,062 gr | Se E | See = 
0,032 4- + + = E | + | = 
0,008 | y. | Ee | Bé SS 


Diese hemmende Substanz im normalen Urin ist, wie sich dann 
im weiteren Verlauf der Untersuchung zeigte, kochbeständig, denn 
durch noch so starkes und noch so langes Erhitzen des Urins änderte 
sich nichts in seiner hemmenden Wirkung. 

Durch Dialyse kann diese Substanz aus dem Harn eliminiert 
werden; der so vorbehandelte Urin ist nicht mehr imstande, die 
Thrombinwirkung zu schädigen, selbst wenn man jetzt mit 1,0 ccm 
dialysiertem Urin obigen Versuch ausführt. Die hemmende Substanz 
ist restlos in das Dialysat übergegangen, und wenn man dieses durch 
Einengen auf dem Wasserbade soweit konzentriert, daß es das ur- 
sprüngliche Volumen des zur Dialyse angesetzten Urins angenommen 
hat, so erzielt man mit ihm fast die gleiche Wirkung wie mit dem un- 
vorbehandelten Ausgangsmaterial. 

Die fragliche Substanz ist ferner alkohollóslich. Engt man nämlich 
den Urin auf dem Wasserbade zur Trockne ein und extrahiert den 
Trockenrückstand mit absolutem Alkohol, so geht der größte Teil in 
den Alkohol über, nichts dagegen in Äther, Petroläther oder Benzol. 


Ganz die gleiche Beobachtung wie beim menschlichen Urin machten 
wir auch beim Kaninchen. Auch hier war im Urin meist eine hemmende 
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Substanz festzustellen, und diese war gleichfalls kochbestándig, dialy- 
sabel und alkohollóslich. Die Alkohollóslichkeit der Substanz legte 
den Gedanken nahe, daß vielleicht die hemmende Eigenschaft des 
Harns auf der Gegenwart von Harnstoff beruht. Die Versuche aber 
mit entsprechenden Lösungen von Harnstoff und mit stark konzen- 
trierten fielen negativ aus. Ebenso sind alle weiteren Versuche, die 
Identität dieser hemmenden Substanz im Harn festzustellen, bisher 
ergebnislos gewesen. | 

DaB diese hemmende Substanz erst in der Niere gebildet wird, 
war kaum anzunehmen. Man durfte es vielmehr für wahrscheinlich 
halten, daß sie normaliter auch schon im Blute kreist neben dem sonst 
im Blute vorhandenen Antithrombin, wie es Morawitz!) im Oxalat- 
plasma nachgewiesen hat, und dessen Ursprungsstätte von Nolf und 
Boyon?) in die Leber verlegt wird. Sie ist von diesem Antithrombin 
verschieden; denn wie aus den Untersuchungen von Nolf hervorgeht, 
ist das Antithrombin durch Alkohol fällbar und gibt die Biuretreaktion, 
während unsere Substanz in Alkohol leicht löslich ist und keine Biuret- 
reaktion gibt. Überdies hat Nolf dieses Antithrombin nur beim Hunde 
und bei der Katze nachweisen können, nicht beim Kaninchen. 


Wenn nun unsere Annahme richtig war, daß unser Antithrombin, 
welches wir mit Antithrombin b bezeichnen wollen im Gegensatz zum 
Antithrombin a (Morawitz), schon normaliter im Blute sich findet, so 
mußte bei einer Störung der Nierenfunktion sich diese Substanz im 
Blute unter Umständen so stark anreichern, daß schließlich eine Ver- 
zögerung in der Gerinnungszeit des Blutes daraus resultierte. Wir 
prüften diesen Gedanken auf seine Richtigkeit, indem wir Kaninchen 
mit kleinen Dosen von Urannitrat vergifteten, nachdem wir zuvor die 
Gerinnungszeit und den Gehalt an Fibrinogen und Fibrinferment 
bestimmt hatten. Es wurde dann von Tag zu Tag die Gerinnungszeit 
bestimmt und in kurzen Intervallen auch das Fibrinogen und Fibrin- 
ferment. Dabei zeigte sich an der Quantität der Gerinnungsfaktoren 
keine Änderung, dahingegen war nach 5 Tagen, wo bereits die Urin- 
sekretion völlig sistierte, eine deutliche Verzögerung in der Blutgerinnung 
zu konstatieren, sie war von 8 Minuten auf 22 bis 25 Minuten gesunken. 
Es wurden im ganzen drei Versuche ausgeführt; doch da sie sämtlich 
im gleichen Sinne ausfielen, sei nur einer kurz wiedergegeben. 


Kaninchen, 2230 g, (gy, erhält 0,02g Uranitrat subkutan, nachdem 
zuvor die Gerinnungszeit sowie der Gehalt des Blutes an Fibrinogen und 
Fibrinferment festgestellt war. Alles weitere ist aus folgender Zusammen- 
stellung ersichtlich: 





1) Morawitz, Hofmeisters Beiträge 4, 381, 1904. 
2) Nolf und Doyon, Journ. de Phys. et de Path. génér. 14, 229, 1912. 
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Fibrinogen ......ı 15 ; 125 — 125 — 
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Wir sehen also eine deutliche Verlängerung der Gerinnungsze:. 
ohne daß eine Änderung in der Fibrinogen- und der Fibrinfermen: 
quantität zu erkennen ist. 


Dieses Resultat scheint einen Widerspruch in sich zu schlieber. 
Es ist aber tatsächlich nur ein scheinbarer und begründet in der Methodik 
Denn die Bestimmung des Fibrinferments gibt uns das Endresulta: 
an, ohne über den Ablauf der Reaktion etwas auszusagen. Wenn mar 
aber den Verlauf der Gerinnung in den einzelnen Gläschen etappen- 
weise bis zu seiner Endreaktion verfolgt, also beispielsweise in stünd- 
lichen Intervallen, und zum Verglcieh einen Versuch .mit Serum von 
normalen Tiere anstellt, das denselben Thrombingehalt hat, so kan: 
man auch hier anfänglich eine Hemmung deutlich erkennen. Zu 
Erläuterung des Gesagten will ich die Analyse einer Fibrinfermen: 
bestimmung mitteilen, bei welcher ich Serum ein und desselben Tier 
vor und nach der Behandlung mit Urannitrat verwandte. Das vor der 
Vergiftung gewonnene Serum wurde bis zur Anstellung des Versuchs 
im Frigo (— 6° C) aufbewahrt, das Serum des vergifteten Tieres stammt: 
vom fünften Tage nach der Uraninjektion. 

Der Versuch wurde in der üblichen Weise ausgeführt, indem auf ; 


zehn Gläschen absteigende Mengen Serum verteilt und zu jedem Gläscher. 
2,0 ccm einer zehnfach verdünnten Magnesiumsulfatplasmalösung (Harmel 


plasma) zugefügt wurde. Dann kamen beide Reihen in ein Wasserbad 


von 38% C, und es wurde zunächst nach 1 Stunde, dann nach 2 und 4 Stunde: 
und schließlich nach 24 Stunden der Zustand der Gerinnung in den einzelnu 
Gläschen festgestellt. Das Resultat ist aus folgender Tabelle zu ersehet: 


l {a Stunde EEN Stunden | ` 1 Stunde 4 Stunden - SS 24 Stunden 
Serum KR Al AAA A 
MENRE. ` gene vergiftet normal vergiftet | normal | ve vergiftet normal | vergiftet 





























| 
LO. +++ +++ E A IN 
ss +++ +++ +- 
0,25 o +++, ++ ttt, +++ AA+ +++ ++ H 
0,125 +++, + 1444, ++ EE E EE ENEE E et 
0,062 Eo o EE A. y ee Mi ee 
0,032 a E y db A a E dg ` Ee ` e 
0,016 = l zur SS Tu es l er GE ak ES 
0,008 = " — = | "EE | e at = 





Also auch im Reihenversuch kommt bei genauer Analyse de 
gleiche Hemmung deutlich zum Ausdruck, wie bei Feststellung der 


r 
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Gerinnungszeit. Diese Hemmung hat sich ausgeglichen nach vólliger 
Erschöpfung der Thrombinwirkung, also nach 24 Stunden, so daß 
man nach Ablauf dieser Frist in beiden Reihen den gleichen Endwert 
hat. Man wird also gut tun, in allen Fállen, in denen eine Verzógerung 
der Gerinnung besteht, sich nicht damit zu begnügen, nur den End- 
wert zu ermitteln, sondern auch den etappenweisen Verlauf der Ge- 
rinnung genau zu studieren. 

Der Versuch am Kaninchen hat also entsprechend unserer Annahme 
ergeben, daß bei einer künstlich erzeugten Nephritis sich neben dem 
schon vorhandenen Antithrombin hemmende Stoffe im Blute ansammeln, 
die schließlich zu einer Gerinnungsverzögerung führen, und man geht 
wohl nicht fehl, wenn man annimmt, daß diese hemmenden Substanzen 
die nämlichen sind, wie sie normaliter durch den Urin ausgeschieden 
werden. 

Nach diesen Untersuchungen des normalen Urins war es von 
Interesse, festzustellen, wie pathologische Urine, speziell solche, die 
von Leberkranken stammten, sich verhalten. Wir haben zahlreiche 
Fälle von gewöhnlichem Ikterus, von syphilitischem und hämolytischem 
Ikterus und von akuter gelber Leberatrophie untersucht und erwarteten 
wegen der Gegenwart von Gallenbestandteilen eine noch stärkere 
Hemmung, als wir sie beim normalen Urin zu verzeichnen hatten. 
Statt dessen fanden wir aber zu unserer Überraschung nicht nur keine 
hemmende Substanzen in diesen Urinen, sondern beobachteten im 
Gegenteil eine erhebliche Verstärkung der Thrombinwirkung. In 
vielen Fällen gelang es sogar, schon mit dem Urin allein eine Gerinnung 
von verdünntem Magnesiumsulfatplasma zu erzielen. So waren in 
vielen Fällen noch 0,125 ccm Urin imstande, 2 cem des zehnfach ver- 
dünnten Plasmas in 24 Stunden komplett zur Gerinnung zu bringen. 
Dieser Effekt ist aufzufassen als eine Kinasewirkung, denn längere 
Zeit erhitzter bzw. gekochter Urin büßte nur wenig von dieser Eigen- 
schaft ein, wie aus folgender Tabelle ersichtlich ist: 























in | Teberatrophie | i bai Luetischer Ikterus || Ikterus catarrhalis 
Re d nativ | erhitzt nativ | gekocht | la gekocht | nativ erhia 
n la: Ta a 
1,0 APA PA eel rr +++ 
0,5 + ++ eo pad boa HA + +++ 
025 +++ ee le ++ ++ EE +++ 
o o En 2 2 ae +++] — 
0,062 | — | — de. "ës 2 es WE E = 





Entsprechend diesem hohen Kinasegehalt war auch die Akti- 
vierung einer Thrombinlösung durch denselben Urin eine besonders 
große, gleichgültig, ob der Urin nativ oder im erhitzten Zustande — 
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wir setzten ihn meistens 30 Minuten strömendem Wasserdampf aus — 
oder nach 10 Minuten langem Kochen zum Versuch verwandt wurde. 
Als Beleg teilen wir aus unseren zahlreichen Protokollen nur zwei Ver- 
suche mit: 
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Thrombinmenge I 0,1 ccm nativ | gekocht / nativ 

0,05 ccm 0,05 ccm ‚ 0,05 ccm | 0,05 cem 
0,032 ++4 rt | +++ Page Geeks 
0,016 Ir ee ër A A Fe 
0,008 FFE re: Ee AE Fs 
0,004... — +++ | +++ ++ | ++- 
0,002 > — deet, rer re 
0,001 = ee +++ | q 
0,0005 ` — Hae dr apk +++ | +++ 
0,00025 | 2 + | ee Se = 
0,000125 |; — + | — = 


Wir sehen hier Verstärkungen der Thrombinwirkung um da 
16-, 32-, ja 64fache. Nicht ganz so große Ausschläge erhielten wr 
mit dem Urin von Diabetikern. Auch hier konnten wir bisweilen mi! 
dem Urin allein eine wenn auch nur schwache Kinasewirkung beot- 
achten, und ebenso war eine Aktivierung von Thrombin in den meisten 
Fällen deutlich zu konstatieren. Urine von Nephritikern zeigten stet 
ein negatives Ergebnis. Von der Wiedergabe der Resultate nehme 
wir in Rücksicht auf den beschränkten Raum Abstand. 

Im Hinblick auf das Vorkommen nicht unbeträchtlicher Mengen 
kinaseartiger Substanzen im Harn von Leberkranken haben wir auch 
die Galle selbst auf ihren Gehalt an Kinase geprüft. Nun ist ja bekannt 
daß die Galle eine Verzögerung der Blutgerinnung bedingt vermör 
der in ihr enthaltenen gallensauren Salze. Das schließt aber keinesweg 
aus, daß die Galle nicht auch Kinase oder eine kinaseähnliche Substan: 
enthält. Die Galle, die wir für unsere Versuche verwandten, stammte 
von Menschen, denen nach Entfernung eines Choledochussteines ein 
T-artiges Drainrohr in den Ductus choledochus eingeführt war, so da} 
cin Teil der Galle unbehindert nach außen abfließen konnte. Sie war 
vollkommen frei von Blut und wurde stets in ganz frischem Zustande 
zum Versuche verwandt. 

Wir prüften zunächst, ob die Galle überhaupt imstande ist, allein 
schon Magnesiumsulfatplasma zur Gerinnung zu bringen, und lieben 
absteigende Mengen frischer Galle auf je 2,0 ccm zehnfach verdúnntes 
Plasma im Eisschrank einwirken. Dabei konnten wir in fast jedem 
Falle noch mit 0,5 cem Galle eine komplette Gerinnung erzielen. Wurde 
die Galle erhitzt. so nahm sie in ihrer Wirkung wesentlich ab. verlor 
aber niemals ganz diese Eigenschaft. Danach untersuchten wir. ob 
die Galle auch befähigt ist, Thrombin zu aktivieren, und gingen dabei 
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in der gleichen Weise vor, wie bei der Untersuchung des Urins. Auch 
hier konnten wir feststellen, daB z. B. 0,1ccm Galle imstande war, 
Thrombin zu aktivieren. Allerdings fiel hier entsprechend dem weit 
geringeren Gehalt der Galle an Kinase auch die Aktivierung nur äußerst 
schwach aus. Wir möchten deshalb annehmen, daß die im Harn von 
Leberkranken sich vorfindende aktivierende Substanz nur zum ganz 
geringen Teil der beigemengten Galle zuzuschreiben ist, daß sie in der 
Hauptsache Kinase ist, die aus der kinasereichen Leberzelle selbst 
stammt. Damit würde gleichzeitig auch das Vorkommen von kinase- 
artigen Substanzen im Urin von Diabetikern eine ungezwungene Er- 
klärung finden. Denn man könnte sich vorstellen, daß beim Diabetes, 
bei dem doch stets eine Mitbeteiligung der Leber an der Erkrankung 
vorliegt, die abnorm funktionierende Leberzelle unter anderem auch 
Kinase in vermehrter Menge an das Blut abgibt und dieses schließlich 
durch die Nieren ausgeschieden wird. 


Über die Herkunft des Antithrombins im Blut. 


Daß Antithrombin ein ständiger Bestandteil des Blutes ist, unter- 
liegt nach den Untersuchungen von Morawitz wohl keinem Zweifel. 
Schon Alexander Schmidt!) war es aufgefallen, daß manche Trans- 
sudate, trotzdem sie Fibrinogen enthielten, auf Zusatz von Thrombin 
nur sehr unvollkommen oder gar nicht gerinnen, und ebenso hatte 
Hammarsten?) an Hydrozelenflüssigkeiten beobachtet, daß sie auf 
Zusatz von Fibrinferment nicht gerannen, während das aus dieser 
Flüssigkeit hergestellte Fibrinogen sehr schnell zum Gerinnen gebracht 
werden konnte. Alle diese Beobachtungen ließen sich am zwanglosesten 
durch die Gegenwart eines Antithrombins erklären, und Morawitz’) 
gelang es dann schließlich auch im Oxalatplasma von Pferdeblut 
Antithrombin nachzuweisen, nachdem zuvor Bordet und Gengout) 
gezeigt hatten, daß es beim Meerschweinchen gelingt, durch Vor- 
behandlung mit Kaninchenserum ein spezifisches Antithrombin gegen 
Kaninchenthrombin zu erzeugen. Als Quelle für das im normalen 
Blute vorkommende Antithrombin hat nach Nolf die Leber zu gelten. 

Ob aber dies die einzige Quelle ist, ob nicht vielmehr auch noch 
andere Bildungsstätten für das Antithrombin in Frage kommen, ist 
bis heute noch nicht sichergestellt, und es schien uns notwendig, diesen 
Punkt einer erneuten Untersuchung zu unterziehen. Denn a priori 
war es doch merkwürdig, daß gerade nur die Leber Antithrombin 


1) A. Schmidt, Pflügers Arch. 6, 451. 

2) O. Hammarsten, ebendaselbst 19, 603. 

3) Morawitz, Le, S. 408. 

4) Bordet und Gengou, Ann. Inst. Past. 15, 16, 17, 18. 1901— 1904. 
Biochemische Zeitschrift Band 139. 12 
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bildete, andere Organe dagegen sich nicht daran beteiligen sollten. 
Nun wissen wir, daß innerhalb des Gefäßsystems wegen der glatten 
Beschaffenheit seiner Innenfläche eine Gerinnung nicht zustande 
kommen kann. Erst wenn sich irgendwelche Unregelmäßigkeiten 
bzw. Rauhigkeiten an der Intima finden, bildet sich an diesen Stellen 
ein Gerinnsel und setzt sich dort fest. Es fragt sich aber doch, ob 
wirklich nur das rein physikalische Moment — die glatte Oberfläche — 
das einzige hierbei in Betracht kommende ist, oder ob nicht doch noch 
etwas anderes eine Rolle spielt. Es schien uns nicht unwahrscheinlich. 
daß vielleicht auch in der Intima selber ein Antithrombin gebildet. 
und ständig in das Blut abgegeben wird. Wir untersuchten daraufhin 
die Gefäßwand von Kaninchen und Hunden in ganz frischen Zu- 
stande und stellten uns aus ihnen Extrakte her. 


Wir verfuhren meist so, daß wir die Aorta ascendens von frisch 
getöteten Tieren zunächst durch Abspülen mit Wasser von allen Blut- 
resten befreiten und dann mit Hilfe von Pinzetten die Intima von der 
Media und Adventitia trennten. Die aus feinen, zarten Häutchen 
bestehenden Stücke wurden mit der Schere möglichst zerkleinert, in 
der Reibeschale mit Glassplittern zu einem feinen Brei zerrieben und 
dann mit ]proz. NaCl-Lösung angerührt. Der Brei blieb etwa 30 Mi. 
nuten bei Zimmertemperatur unter häufigem Umrühren stehen, wurde 
dann abzentrifugiert und das überstehende Extrakt zum Versuch 
verwendet. 


Der Versuch wurde so ausgeführt, daß zunächst eine Kontrollreihe mit 
Kaninchenserum + Magnesiumsulfatplasma (1:10) in der üblichen Weise 
angesetzt und zu jedem Gláschen je 0,5 cem 1proz. NaCl-Lösung zugegeben 
wurde. Dann wurden in der gleichen Weise mehrere Serumreihen angestellt 
und zu jedem (läschen 0,5 ccm der hergestellten Extrakte zugefügt. Hier- 
auf kamen sämtliche Reihen auf 24 Stunden in den Eisschrank und wurden 
nach Ablauf der Frist miteinander verglichen. Aus unseren zahlreichen 
Versuchen bringen wir nur je zwei mit Kaninchen-, zwei mit Hundeaorta 
ausgeführte, deren Resultat aus folgender Tabelle ersichtlich ist. 
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Alle vier Reihen ergaben das gleichsinnige Resultat, daß die Intima 
von Kaninchen und Hund Extrakte liefern, die stark hemmend auf gut 
wirksames Thrombin wirken. Wir untersuchten dann, ob auch die anderen 
beiden Schichten der Gefäßwand ebenfalls eine hemmende Substanz ent- 
halten, und stellten uns zusammen aus der Media und aus der Adventitia 
in der gleichen Weise ein Extrakt her, indem wir das Material mittels Scheere 
gründlichst zerkleinerten und verrieben und mit lproz. NaCl-Lösung 
extrahierten. Diese Extrakte wurden dann in der nämlichen Versuchs- 
anordnung auf ihre antithrombische Wirkung untersucht mit dem Resultat, 
daß sämtliche eine stark hemmende Wirkung zeigten, die um nichts geringer 
war als die der Intima, wie aus folgenden Versuchsreihen ersichtlich. 
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Um nun eine Vorstellung zu bekommen von der Menge des Anti- 
thrombins, das in der Intima sowohl wie in der Media und Adventitia ent- 
halten ist, bedienten wir uns des Reihenverfahrens in der Weise, daß wir 
zunächst mit einem ganz frischen Kaninchenserum diejenige kleinste Menge 
Thrombin ermittelten, die noch imstande war, 2ccm Magnesiumsulfat- 
plasma (1:10) in einem 24stündigen Versuch komplett zur Gerinnung zu 
bringen. Dann wurden mit den Extrakten Reihen mit absteigenden Mengen 
hergestellt unter Verwendung von 1proz. NaCl-Lösung zur Verdünnung, die 
vorher ermittelte kleinste Thrombinmenge + 2,0 ccm Magnesiumsulfat- 
plasma (1:10) zugegeben und alle Reihen auf 24 Stunden in den Eisschrank 
gestellt. Das Resultat war folgendes: 
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Wir sehen, daß vom Intimaextrakt des Kaninchens noch 0,062 ccm 
imstande waren, die Thrombinwirkung vollkommen zu hemmen. 
beim Hunde sogar noch 0,032 ccm. Nicht ganz so kräftig erwiesen | 
sich die Extrakte aus Media und Adventitia. Wenn man nun bedenkt. ` 
aus wie kleinen Materialmengen die Extrakte hergestellt waren. so 
muß man annehmen, daß in der Intima und überhaupt in der Gefäß. 
wand große Mengen von Antithrombin enthalten sind. 


Es war nun von Interesse festzustellen, ob auch die Aorta des 
Menschen Antithrombin enthält. Wir beschafften uns Material vo: 
Leichen und verarbeiteten es in der gleichen Weise wie das von Tieren. 
indem wir es zunächst von dem anhaftenden Blute befreiten, dann di: 
Intima von der Media loslósten und beide Portionen getrennt zer- 
kleinerten und in der Reibeschale mit Glassplittern und lproz. Koch. 
salzlósung gründlichst verrieben. Die Extrakte wurden dann in der 
oben beschriebenen Weise untersucht. Aber statt einer Hemmun: 
beobachteten wir fast in jedem Falle eine Verstärkung der Thrombin- 
wirkung. Dieser Widerspruch zwischen den Befunden am Mensch. 
und an Tieren dürfte wohl darauf zurückzuführen sein, daß wir di 
menschliche Aorta niemals in ganz frischem Zustande zur Unter- 
suchung bekamen; meist stammte das Material von Leichen. di 
mindestens 48 Stunden gelegen hatten. In der Aorta waren stet: 
Koagula anzutreffen, und es liegt nahe, anzunehmen, daß das in 
Gefäßlumen befindliche Thrombin allmählich in die Gefäßwand ein- 
gedrungen war, das ganze Gewebe durchtränkt und auf diese Weix 
das Antithrombin der Gefäßwand vollkommen paralysiert hatte. 
Gleichzeitig war gewiß auch die Aortenwand von dem stark kina- 
haltigen Saft der umliegenden Gewebe durchtränkt, so daß aus ihr 
nur kinasehaltige Extrakte zu erlangen waren. Damit dürfte sich 
auch der Widerspruch zwischen unseren Befunden und denen von 
Nolf erklären, der in der Gefäßwand nur Thrombokinase nachweisen 
konnte. Wir haben in ganz frischen Gefäßstücken immer nur Anti- 
thrombin nachweisen können und stehen nicht an, anzunehmen, dab 
auch in der Gefäßwand des Menschen sich dasselbe wird, nachweisen 
lassen, sofern man sich nur aus ganz frischen Geweben ein Extrakt 
herstellt. 


Daß dieses Antithrombin der Intima und der anderen Gefäb- 
schichten in der Wandung fixiert ist, halten wir für nicht sehr wahr- 
scheinlich. Bei der Leichtigkeit, mit der wir es durch rein mechanisch 
Maßnahmen aus dem Material extrahieren konnten, möchten wir 
vielmehr annehmen, daß es von der Intima ständig an das Blut ab- 
gegeben wird. Wir haben somit in der Gefäßwand selbst eine weitere 
Quelle des im Blute vorhandenen Antithrombins. 
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Über Fibrinolyse. 

Ausgehend von der Beobachtung, daß Fibrin, welches z. B. im 
Verlauf einer Pleuritis sich auf der Pleura abgeschieden hat, oder daß 
Gerinnsel innerhalb der Blutbahn allmählich zur Resorption gelangen, 
hat man schon lange vermutet, daß im Blute ein Ferment kreist, welches 
die Eigenschaft hat, Fibrin zu lösen. Der Nachweis dieses Ferments 
im Blute ist zuerst de Marhoix und Denys!) gelungen, nachdem sie, 
analog den bekannten Autolyseversuchen von E. Salkowski, Serum 
in Gegenwart von Chloroform auf Fibrin einwirken ließen. Diese 
Versuche sind dann weiter von Delezenne und Pozerski?) auf die Gelatine 
verflüssigende Eigenschaft des Serums ausgedehnt worden und neuer- 
dings von Stephan?) u. a. wieder aufgenommen worden. 

Uns interessierte nun im Anschluß an die oben mitgeteilten Blut- 
gerinnungsversuche an Kaninchen mit unterbundenem Pankreasgang 
zu untersuchen, ob der Gehalt des Serums an fibrinolytischer Kraft 
in irgend einer Abhängigkeit vom Pankreas steht. 

Unsere Versuche stellten wir in erster Reihe an Kaninchenserum 
an. Zunächst galt es festzustellen, ob dieses Serum sich vor und nach 
Chloroformbehandlung genau so verhält, wie Stephan es für menschliches 
Serum angibt. 


Wir verfuhren dabei so, daß 5 ccm frisch gewonnenes Kaninchenserum 
mit zehn Tropfen Chloroform versetzt, mehrere Male geschüttelt und dann 
so lange stehen gelassen wurde, bis das Chloroform sich abgesetzt hatte. 
Das Serum wurde dann vorsichtig vom Chloroform abgetrennt, in eine 
Petrischale übertragen und im Vakuum von den letzten Resten Chloroform 
befreit. Dann wurde es mit 0,85proz. Kochsalzlösung auf das ursprüngliche 
Volumen aufgefüllt und, um einen quantitativen Vergleich durchzuführen, 
in Form eines Reihenversuchs mit stets gleichen Mengen Carminfibrin 
zusammengebracht. In genau derselben Weise wurde mit nicht vorbe- 
handeltem Serum desselben Tieres ein Reihenversuch angesetzt und beide 
Reihen auf 24 Stunden in den Brutschrank gestellt. Dabei wurde nicht bloß 
darauf geachtet, wo eine Rotfärbung aufgetreten war, sondern auch die 
kleinen. Fibrinflöckchen genau auf etwaigen Zerfall kontrolliert. Als Carmin- 
fibrin verwandten wir zunächst ein Präparat, das wir von Dr. Grübler- 
Leipzig bezogen hatten. Dieses entsprach jedoch nicht den Anforderungen, 
die man an ein gutes Carminfibrin stellen muß. Denn schon beim Stehen mit 
physiologischer Kochsalzlösung allein ging etwas von dem Farbstoff in die 
Lösung über. Wir nahmen deshalb zu unseren weiteren Versuchen ein 
Carminfibrin, das wir uns nach der Vorschrift von Grützner*) selber her- 
gestellt hatten, und das selbst bei noch so langem Stehen in physiologischer 
Kochsalzlósung bei 38% keine Spur von Carmin an die Lósung abgab. Das 
Resultat der Untersuchung, die wir sehr oft wiederholten, ist aus folgender 
Tabelle ersichtlich: 





1) de Marboix und Denys, Zentralbl. f. med. Wissensch. 1890, Nr. 49. 
2) Delezenne und Pozerski, C. r. soc. Biol. 55, 327 und 690, 1903. 

3) Stephan, Zeitschr. f. die ges. exper. Med. 24, 391, 1921. 

t) Grútzner, Pflügers Arch. 8, 452, 1874. 
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| Kaninchen 1 | Kaninchen 2 
Serummenge —-—— XA —- S E Sur en 
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0,4 o de 5 EZ 
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In dieser Tabelle bedeutet das + -Zeichen nicht bloß Rotfárbur:. 
sendern auch Auflockerung bzw. spurweiser Zerfall des Fibrins. Ein stäker- 
Zerfall oder gar eine vollkommene Verdauung des Fibrins, wie beispielswe:+ 
beim Pepsin, haben wir in keinem Falle beobachten können; es war sts 
der größte Teil des zugesetzten Fibrins unverdaut geblieben, wennglar. 
die in jedem Versuch verwandten Quantitäten nie mehr als die Größe ein: 
Hirsekornes betrugen. 


Wir sehen nun aus der Tabelle, daß sich das mit Chloroform b- 
handelte Serum in beiden Fällen um nichts wirksamer erwies als da 
native Serum. Die unterste Grenze der Verdauung geht bei Kaninchen | 
in beiden Reihen bis 0,064, bei Kaninchen II bis 0,1. Auch konnte: 
wir in den ersten Gläschen jeder Reihe, wo viel Serum enthalten war. 
keinen Unterschied in der Wirkung beobachten. Wir haben dam 
außerdem noch Versuche mit großen Serummengen angestellt, aber 
auch so konnten wir keine stärkere Wirkung des Chloroformserun: 
gegenüber dem nativen beobachten. Wir sahen auch hier niemals da: 
ganze zugesetzte Fibrin verschwinden, wenngleich wir immer nur hirs- 
korngroße Stückchen verwandten, stets war nur ein minimaler Zerfal 
‘zu konstatieren. Die Versuche wurden immer zur Verhütung einer Ih 
fektion unter Zusatz von Toluol ausgeführt. Wir stellten auch Versuct: 
mit Kaninchenserum unter aseptischen Kautelen an, konnten aber auch 
so keinen Unterschied zwischen den beiden Serumarten feststellen. 

Bei diesem unerwarteten Widerspruch unserer Befunde mit denen 
Stephans hielten wir es für geboten, auch am menschlichen Serum di ` 
Resultate nachzuprúfen. Wir verfuhren genau nach der Vorschrit ` 
von Stephan, behandelten frisches Menschenserum mit Chloroform. 
entfernten das Chloroform in einem guten Vakuum und stellten mi 
ihm sowohl wie mit der nicht vorbehandelten Portion Versuche an. Da 
wir hofften, bei längerer Versuchsdauer am ehesten zu einem positiven 
Ergebnis zu kommen, dehnten wir die Versuche auf 48 Stunden aus. 
Aber weder nach 24 noch nach 48 Stunden konnten wir auch nur den 
geringsten Unterschied konstatieren. Das mit Chloroform vorbehandelte 
Serum hatte ebensowenig vom zugesetzten Karminfibrin verdaut we 
die nicht vorbehandelte Portion. 
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Wir haben dann mit menschlichem Serum gearbeitet, das wir 
mit 0,9 proz. NaCl-Lösung auf das Dreifache verdünnt hatten, nachdem 
wir es zuvor mit Chloroform behandelt hatten; denn wir hofften durch 
die Verdünnung — ähnlich wie beim Magensaft — die antiproteo- 
lytische Wirkung des Serums wesentlich abzuschwächen, ohne dadurch 
gleichzeitig auch die Proteolyse stark herabzusetzen. Aber auch so 
gelangten wir zu keinem stärkeren fibrinolytischen Effekt. 

Ferner haben wir untersucht, ob durch starkes Erhitzen oder 
Kochen das Serum seine schwache, proteolytische Wirkung gänzlich 
einbüßt. Das ist nicht der Fall. Ein Teil der Proteolyse bleibt dem 
Serum stets erhalten, selbst wenn man das Serum noch so stark kocht. 
Diese Kochversuche konnten natürlich nicht mit unverdünntem Serum 
ausgeführt werden, wir stellten uns hierfür stets erst eine vierfache 
Verdünnung her. 

Bei dieser Widerstandsfähigkeit gegen Hitze konnte man zunächst 
vermuten, daß vielleicht die Salze des Serums an der Fibrinolyse be- 
teiligt sind. Wir untersuchten deshalb das von Straub hergestellte 
Blutsalzgemisch, das unter dem Namen Normosal im Handel erscheint, 
bereiteten uns davon nach Vorschrift eine 1proz. Lösung und ließen 
diese auf Karminfibrin einwirken. Mit dem Grüblerschen Präparat 
erzielten wir ganz schwache, mit dem von uns hergestellten Karmin- 
fibrin dagegen keine Wirkung. 

Der völlig negative Ausfall der Salzversuche legte den Gedanken 
nahe, ob nicht das Serum selbst beim Kochen einen Schutz auf die 
Fibrinolyse ausübt, ähnlich wie die Stärke das diastatische Ferment 
schützt, wenn man es in Gegenwart von Stärke kocht [Wohl und 
Glimm!)]. Wenn das der Fall war, mußte beispielsweise eine Trypsin- 
lösung, die durch Kochen vernichtet wird, einen Teil ihrer Wirkung 

behalten, wenn man ihr vor dem Erhitzen irgend eine Eiweißlösung 
zugesetzt hat. 


Um diese Frage zu entscheiden, stellten wir uns aus Pankreatin 


(Rhenania) eine gut wirksame 2proz. Lösung her und machten folgende 
Versuchsanordnung: 


l. 3,0 ccm Trypsinlösung — 3,0 ccm 0,8proz. NaCl-Lösung. 

2. 3,0 ,, = + 3,0 ,, 4fach verdünntes Hammelserum, 
3. 3,0 ,, ge + 3,0 ,, 8fach verdünntes Hammelserum, 
4. 3,0 ,, Mm + 3,0 ,, 16fach verdünntes Hammelserum. 


Sämtliche Portionen kamen auf 30 Minuten in ein Dampfbad, wurden 
danach abgekühlt und nun von jeder Portion eine fortlaufende Reihe an- 
gesetzt und zu jedem Gläschen eine kleine Portion Carminfibrin zugefügt. 
Sämtliche vier Reihen wurden eine Stunde im Brutschrank gehalten und 
darauf das Resultat abgelesen. Dabei ergab sich, daß Portion 1, also die 
serumfreie Portion, ihre verdauende Kraft vollkommen eingebüßt hatte, 





1) Wohl und Glimm, diese Zeitschr. 27, 349, 1910. 
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Portion 2 stark verdaute, Portion 3 etwas schwácher und Portion 4 nur noch 
minimale Spuren von Trypsin enthielt. 
Der gleiche Versuch wurde mit Ovalbumin ausgeführt. 


1. 3,0ccm Trypsinlösung + 3,0 ccm Aqua dest. 
2. 3,0 ccm er + 3,0cem fach verdünntes Ovalbumin. 
3. 3,0 ccm a + 3,0 ccm 10fach en ge 


Sämtliche drei Portionen kommen gleichfalls für 1, Stunde in ein 
Dampfbad, werden danach abgekühlt und dann in gleicher Weise auf ihrer. 
Trypsingehalt untersucht. Das Ergebnis war hier das nämliche, wie in dem 
vorhergehenden Versuch: Portion 1 hatte ihr Trypsin vollkommen verloren, 
Portion 2 zeigte sehr starke Trypsinwirkung, Portion 3 dagegen nur noch 
Spuren. 

Beide Versuche haben also übereinstimmend ergeben, daß tat- 
sächlich die Gegenwart von verdünntem Serum und von Ovalbumin 
dem Trypsin einen wirksamen Schutz gegen die Vernichtung durch 
Hitze gewährt. Man geht wohl nicht fehl, wenn man annimmt, dab 
auch noch andere Proteine diese Schutzwirkung dem Trypsin gegen- 
über besitzen, und daß dies wohl als eine generelle Erscheinung auf- 
zufassen ist. Demnach hat man sich wohl auch die teilweise Resistenz 
der Fibrinolyse gegen Erhitzen so vorzustellen, daß hier das Serum. 
eiweiß den wirksamen Schutz gewährt. 

Wenn nun auch unsere oben mitgeteilten Fibrinolyseversuch: 
keinen Unterschied zwischen Chloroformserum und nicht behandeltem 
Serum erkennen ließen, so haben andererseits quantitative Messungen 
des Antitrypsins in diesen beiden Sera doch einen deutlichen Unter- 
schied ergeben. Wir bestimmten das Antitrypsin in der Weise, dab 
wir uns zunächst eine gut wirksame Trypsinlösung bereiteten und 
von dieser mit Hilfe der Grof-Fuldschen Caseinmethode die kleinste 
noch wirksame Fermentmenge ermittelten. Sodann stellten wir sowohl 
mit Chloroform- wie mit nativem Serum eine absteigende Reihe her, 
gaben zu jedem Gláschen die ermittelte Trypsinmenge und Z0ecn 
l proz. Caseinlösung zu und führten nun den Versuch in der üblichen 
Weise zu Ende. Wir verwandten zu diesen Versuchen sowohl Kaninchen- 
wie Menschenserum und erhielten folgendes Resultat: 
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Wir sehen also bei beiden Sera eine deutliche Abnahme der anti- 
tryptischen 'Kraft nach Behandlung mit Chloroform; trotzdem war 
mit. beiden Sera keine stärkere Wirkung auf Karminfibrin zu erkennen 
nach Chloroformbehandlung als vor derselben. 

Es scheint demnach auf Grund der Ergebnisse unserer eigenen 
Versuche, die allerdings mit denen von Stephan im Widerspruch stehen, 
ein gewisser Gegensatz zwischen Fibrinolyse und Trypsinwirkung zu 
bestehen. Und damit kommen wir zu der Frage: Woher stammt die 
Fibrinolyse? Einige Autoren nehmen an, daß sie ihren Ursprung in 
den Leucocyten hat, andere vermuten, daß sie vielleicht aus dem 
Pankreas oder auch aus anderen Organen stammt!). 

Wenn das Pankreas eine der Quellen der Fibrinolyse ist, so müßte 
man bei Überschwemmung des Blutes mit Pankreassekret eine erheb- 
liche Zunahme der Fibrinolyse feststellen können. Es besteht nun 
die Möglichkeit, durch Unterbindung des Pankreasganges das ganze 
Sekret zum Übertritt ins Blut zu zwingen, und wir bemühten uns nun, 
mit Hilfe dieser Versuchsanordnung obige Frage zu entscheiden. 

Die Versuche wurden an Kaninchen ausgeführt. Wir unterbanden 
und durchschnitten bei den Tieren in Narkose den Ductus Wirsungianus 
und sorgten auf diese Weise für den Übertritt des gesamten Pankreas- 
sekrets in das Blut. Zuvor hatten wir bei diesen Tieren die fibrinoly- 
tische Kraft des Serums bestimmt und in Übereinstimmung mit unseren 
früheren Versuchen sie äußerst klein gefunden. Nach der Unterbindung 
wurde in 24stündigen Zwischenräumen den Tieren Blut entnommen 
und das daraus gewonnene Serum auf Fibrinolyse untersucht. Wir 
waren uns aber von vornherein klar, daß diese Versuche keinesfalls 

sofort die gesuchte Entscheidung bringen konnten. Denn wir wissen 
ja, daß das Trypsin, solange es sich innerhalb der Drüse befindet, voll- 
kommen inaktiv ist, und daß erst beim Zusammentreffen des Sekrets 
mit der in der Darmschleimhaut enthaltenen Enterokinase eine Akti- 
vierung stattfindet. Deshalb mußten wir das Serum der operierten Tiere 
zunächst mit Enterokinase behandeln, bevor wir auf Fibrinolyse prüften. 

Zu dem Zwecke wurden 3 cem Serum mit 1 ccm frisch hergestellter 
Enterokinase gemischt, Lo Stunde bei Zimmertemperatur stehen ge- 
lassen und dann Karminfibrin zugegeben. Doch war das Resultat 
kein besseres als mit dem Serum, das wir von den Tieren vor der Opera- 
tion gewonnen hatten. Es änderte auch nichts an dem Resultat, mochten 
wir das Serum 1 oder 2 oder 3 oder 5 Tage post operationem unter- 
suchen. | | 

Wir haben dann noch einen anderen Weg der Aktivierung ein- 
geschlagen und mit Hilfe von CaCl, versucht, das Trypsin in seine 


1) Siehe Oppenheimer, Die Fermente 2, 493, 1913. 
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wirksame Stufe überzuführen. Denn wir wissen aus den Untersuchungen 
von Delezenne*) und von Zunz?), daß es gelingt, durch konzentrierte 
Calciumchloridlósung Trypsinogen zu aktivieren. Wir verfuhren dabei 
so, daß wir zu 2ccm Serum 0,2ccm 22proz. Calciumchloridlósung 
zufügten und das Gemisch 1 Stunde bei Zimmertemperatur stehen 
ließen. Danach prüften wir mit Karminfibrin, konnten aber auch s 
keine stärkere Wirkung feststellen als vor der Behandlung mit Call, 

Schließlich haben wir noch versucht, bevor wir die Aktivierun 
mit Enterokinase bzw. CaCl, vornahmen, durch Vorbehandlung de 
Serums mit Chloroform die Bedingungen für die Aktivierung günstig 
zu gestalten, kamen aber auch so zu keinem besseren Ergebnis. 

Den negativen Ausfall all dieser Versuche erklären wir uns s. 
daß in Gegenwart des an Antitrypsin so reichen Serums die Utr. 
führung des Protrypsins in Trypsin, sei es mit Enterokinase, sei es mit 
Calciumchlorid, entweder überhaupt nicht gelingt, oder, falls die Akti- 
vierung doch vor sich geht, daß das entstehende Trypsin schon in statı 
nascendi sofort von dem Antitrypsin des Serums so fest veranker 
wird, daß es eine Wirkung nicht mehr entfalten kann. Denn das Serun 
hat bekanntlich äußerst starke antitryptische Eigenschaften, wie jə 
auch aus obigem Versuch (S. 184) hervorgeht. Obwohl nun unsr 
Versuche für die vorliegende Frage, ob die Fibrinolyse in irgendwelche 
Beziehung zum Pankreas steht, keine Entscheidung gebracht habe: 
möchten wir doch auf Grund obiger Überlegungen glauben, daß di 
Fibrinolyse des Blutes nichts mit dem Trypsin zu tun hat. 

Kurz zusammengefaßt, haben unsere Untersuchungen im wesen 
lichen folgendes ergeben: 

l. Die Unterbindung des Pankreasganges beim Kaninchen beer 
eine enorme Vermehrung des Fibrinogens im Blute, während die Fibrin- 
fermentmenge sich nicht ändert. Parallel mit der Fibrinogensteigerun: 
geht eine starke Verzögerung der Blutgerinnung, die so lange anhält. 
als Fibrinogen in vermehrter Menge im Blute kreist. 

2. Für die Fibrinferment- und Fibrinogenbestimmung nach den 
Verfahren von Wohlgemuth eignen sich außer Magnesiumsulfatplams ` 
auch Fluornatrium-, Zitrat- und Oxalatplasma in ganz bestimmte ` 
Verdünnungen. 

3. Das gegen höhere Temperaturen sehr empfindliche Thrombin 
behält, im gefrorenen Zustande aufbewahrt (Frigo), wochenlang sein 
Wirkung in fast ungeschwächtem Maße. 

4. Schütteln des Serums vernichtet schnell sein Thrombin, Durch 
leiten von Kohlensäure verstärkt die Thrombinwirkung. 


1) C. Delezenne, C. r. soc. Biol. 59, 476, 1905. 
2) E. Zunz, Monographie, Bruxelles 1907, S. 108. 
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5. Aufbewahren unter Toluol, nicht unter Paraffinum liquidum, 
bietet einen gewissen Schutz gegen rasche Zerstörung des Thrombins. 

6. Im Speichel findet sich eine gut wirksame Kinase, die durch 
Erhitzen nicht erheblich geschwächt wird. 

7. Duodenalsaft hemmt wegen seines Gehaltes an Galle und 
Trypsin die Thrombinwirkung, während im reinen Pankreassaft sich 
eine Kinase nachweisen läßt, sobald man in geeigneter Weise die Trypsin- 
wirkung ausschaltet. 

8. Frauenmilch verstärkt in nicht unbeträchtlichem Maße die 
Thrombinwirkung. 

9. Normaler menschlicher Urin hemmt die Thrombinwirkung 
sehr stark. Die hemmende Substanz ist kochbeständig, dialysabel 
und alkohollöslich. Sie findet sich auch im Urin von Kaninchen. 

10. Bei experimentell erzeugter Urannephritis am Kaninchen 
wird diese hemmende Substanz im Blute zurückgehalten und führt 
zu einer Verzögerung der Blutgerinnung, ohne daß sich die Fibrinogen-- 
und Thrombinmengen im Blute irgendwie ändern. 

11. Urin von Patienten mit akuter gelber Leberatrophie und 
Ikterus catarrhalis hat stark kinaseartige Eigenschaften, ebenso Urin 
von Diabetikern. Vermutlich stammt die Kinase aus der geschädigten, 
kinasereichen Leberzelle. 

12. Intima, Media und Adventitia der Aorta von Kaninchen und 
Hund enthalten, in frischem Zustande untersucht, große Mengen an 
Antithrombin und dürften ebenso wie die Leber als Quelle für das 
im Blute vorhandene Antithrombin zu betrachten sein. 

13. Das Serum vom Kaninchen und vom Menschen besitzt nur 
ganz geringe fibrinolytische Eigenschaften, die durch Vorbehandlung 
des Serums mit Chloroform nicht gesteigert werden. Dagegen verliert 
das mit Chloroform behandelte Serum nicht unerheblich an anti- 
tryptischer Wirkung. 

14. Unterbindung des Pankreasganges beim Kaninchen führt 
nicht zu einer Steigerung der Fibrinolyse. Es wird daraus gefolgert, 
daß die Fibrinolyse des Serums in keiner Abhängigkeit vom Pankreas 
steht und nichts mit Trypsin zu tun hat. 

15. Die Hitzeempfindlichkeit des Trypsins wird wesentlich herab- 
gesetzt durch die Gegenwart von verdünntem Serum und verdünntem 
Ovalbumin. 

Die Arbeit ist zum Teil aus Mitteln bestritten, die wir der Hojimi- 
Hoshi-Stiftung: verdanken. 








Die polarimetrische Bestimmung der sauren und basischen 
Gruppen verschiedenartiger Verbindungen. 


II. Mitteilung. 
Über eine einfache polarimetrische Bestimmungsweise für Säurevalenzen. 


Von 
J. Groot, 


(Aus dem Laboratorium für chemische Technologie der Technischen 
Hochschule Delft.) 


(Eingegangen am 26. April 1923.) 


Es gibt chemische Verbindungen schwach sauren Charakter. 
welche infolge der starken Hydrolyse ihrer Salze nicht in gewöhnlicher 
‚Weise mittels eines Farbenindikators titriert werden können. Dennoch 
treten die Säureeigenschaften den Alkalien gegenüber hervor. Um 
das Bindungsvermögen für sich oder zur Gehaltsbestimmung zu messen. 
kann man in vielen Fällen den Einfluß verfolgen, den die Substanz 
auf die elektrische Leitungsfähigkeit einer Na O H-Lösung ausübt. 

In anderer Weise arbeitete E. Cohen, als er die sauren Eigenschaften 
einiger Zuckerkörper feststellte!). Nach dem Vorbilde C. Kullgrens 
bestimmte er den Einfluß, den Rohrzucker, Invertzucker, d-Glucose 
und d-Fructose wie auch Mannit auf die Verseifungsgeschwindigkeit 
von n/40 Äthylacetat mittels n/40 NaOH ausüben. 

Sofortige quantitative Messungen in bezug auf die Wertigkeit 
einer Substanz als Säure, KOH gegenüber, nahm H. I. Waterman 
vor; er bestimmte den hemmenden Einfluß von Stoffen mit schwach 
sauren Eigenschaften auf die Rotationsänderung, welche Monosen 
durch Alkalien erleiden 21. Letzterer hat als Monosen d-Glykose und 
d-Galaktose benutzt. Es war vorauszusehen, daß das reduzierende 
Disaccharid Maltose gleichfalls für die Proben benutzt werden kann. 


1) E. Cohen, Versl. d. Kon. Akad. v. Wetensch. Amsterdam 8, 728, 1900 
(derselbe auch in der Zeitschr. f. phys. Chem. 8%, 69, 1901). 

2) H. I. Waterman, ebendaselbst 25. 1509, 1917; 26, 237 und 526, 191%. 
H. I. Waterman und J. Groot, ebendaselbst 28, 676, 1920; Rec. d. trav. chim. 
des Pays-Bas 39, 573, 1920. 
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führe im folgenden einige Daten an, woraus dies hervorgeht 
tbelle I); zugleich auch deshalb, damit man sehe, auf welche Weise 
Messungen des Bindungsvermögens ausgeführt wurden. 


Die gut gereinigte Maltose war im Laboratorium aus Kartöffelstärke 
ttels Malzdiastase bereitet worden. Das Normalgewicht (Ventzkescher 
ala) für Maltose ist 12,5071). Gebraucht wurde eine Lösung von 5 x 0,2 

das Normalgewicht in 500 ccm. Für reine wasserfreie Maltose wäre die 
tation, nach der Verdünnung auf das Doppelvolumen, 10% Ventzke ge- 
sen. Tatsächlich aber fand ich 9,1° V. (Tabelle I, Spalte A). 

Die angewandte Sulfanilsäure war rein und wasserfrei. Die reine 
ıtlhranilsäure war dieselbe Substanz, wovon in der vorigen Mitteilung die 
‚de war. Die Naphthionsäure schließlich war ein reines Präparat Kahl- 
umas mit einem Wassergehalt von 2,0%. 


Tabelle I. 


ər von Sulfanilsäure (Molargewicht = 173), Naphthionsäure (Molargewicht 
223) und Anthranilsäure (Molargewicht = 137) ausgeübte hemmende 
Einfluß auf die Einwirkung von Sa auf Maltose. 


Maßkölbeben ti E 
zu 10U com A | B | C elof E 


| e 





e vi 

















Millimol | Millimol | Millimol 


s wurde ein- 
eingetragen d — —; — wi Sulfanil- „Napor Anthranil- 
' nsaure sáure 


| 
| 
en 
| 
| | (6539 mg) (1473.1mg) (9063 mg) 


E — AA 0.95% 7 SEO? 
il 
a 

ie zugegebene | 


Anzahl ccm 
0,945n KOH | 


| | 


0 2) 4 els 10 10 | 10 10 


Nach dem Auflösen der Verbindungen in den Kölbchen G, H und I 
ind jedem Kólbchen 50 ccm einer Maltoselósung (12,5 g Maltose in 500 ccm 
nthaltend) zugegeben worden. 


Nachdem bis auf 100 cem nachgefüllt worden war, wurden die Kölbchen 
n den Thermostaten gestellt; die Temperatur war 35°C. 
































> | Im Anfang -+9,1'4-9,048,9+8,748,64-8,55 +8,7 | +89| +8,9 
2 | Nach etwa , , | | | 
a2!2%, Stunden +9, KS +6,11+5,5/+-5,11+ 12 +55 | +64. +65 
SE N ach etwa ` |- 
g> 29, Stunden -+9,1 1 18, 7+5,5;+4,7)4+4,3 +47 | +59 +60 
2 "Nach etwa | 

70 Stunden ¡+8,9 +4,3'-+2,1,+0,7/+0,1'+ 02) + +0,59) + +32) + +32) 





Die drei Substanzen, p-Aminobenzolsulfosäure, p-Aminonaphthalin- 
sulfosäure und o-Aminobenzoösäure, ließen sich ganz genau und mit 
sehr gutem Farbumschlag des verwendeten Phenolphthaleins in ge- 


1) Vgl. z. B. R. Frühlings Rohmaterialien, Produkte, Nebenprodukte 
und Hilfssubstanzen der Zuckerindustrie 1916, S. 30. 

2) Die Lösungen sind zu dunkel gefärbt, um scharf abgelesen werden zu 
können. 
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wöhnlicher Weise, mittels einer carbonatfreien Kalilauge 0,1187 n. 
titrieren; die wenig lösliche Anthranilsáure in der Weise, daß, nach 
Zufließen eines Übermaßes Lauge, diese mittels Salzsäure zurück- 
titriert wurde. Die Drehung der Lösung G entspricht derjenigen, 
welche 6ccm 0,945 n Lauge enthält (Lösung D); die von H und I den. 
jenigen, die Flüssigkeiten, welche 3,4 bzw. 3,2ccm Lauge würden 
enthalten haben, zeigen, so daß sich herausstellt, daß ihrer hemmenden 
Wirkung zufolge 1 Millimol Sulfanilsäure 1,00, 1 Millimol Naphthion- 
säure = x 0,94 = 0,96 und 1 Millimol Anthranilsäure 0,97 Millimol 
KOH neutralisiert hat!). 

In demjenigen, was jetzt folgt, werde ich zeigen, wie Substanzen 
von wenig hervortretendem saurem Charakter durch ihr Hemmungs- 
vermögen in bezug auf die Rotationsänderung einer Glykoselösung 
unter alkalischem Einfluß ganz genau und sehr eintach auf ihre Säure- 
valenz untersucht werden können. 


Es war mir möglich, in einer gleichen Weise, wie bei der Inversion 
des Rohrzuckers unter dem Einfluß von Salzsäure, den Zusammenhang 
festzustellen, der zwischen der Reaktionsgeschwindigkeit und der 
Menge wirksamer Kalilauge bei ciner bestimmten Temperatur besteht. 
Bekanntlich erleidet Glykose in wässeriger Lösung eine verwickelte 
und weitgehende Änderung, wenn Alkalien auf sie einwirken. Die 
Untersuchungen von Lobry de Bruyn und Alberda van Ekenstein, die 
Arbeiten von Wohl, Kiliani und Nef haben an den Tag gelegt, welche 
Reaktionen stattfinden. Mit allerhand Umlagerungen und später 
eintretenden Zersetzungen parallel verläuft die Abnahme der optischen 
Drehung, und wenn ich diese Drehungsabnahme als Abbild der Ein- 
wirkung des Alkalis annehme, so kann ich sagen, daß eben diese Ein- 
wirkung einen sehr allmählichen Verlauf hat. Wurde es mir ja von 
neuem, und besser als aus den Angaben von Lobry de Bruyn?), klar, 
daß die Rotation eine sehr regelmäßige Abnahme, ohne Schwankungen 
aufweist, wenn KOH in einer wässerigen Lösung auf Glykose einwirkt. 


1) Anthranilsäure hemmt die Rohrzuckerinversion unter HCI-Einflub. 
Sulfanilsäure und Naphthionsäure nicht; auch wird Saccharose von ihnen 
kaum invertiert. In neutralen und sauren Lösungen verhalten die beiden 
Substanzen sich demgemäß nach den Symbolen 


N 


a N 
Bu FR, 
H,N ‚SO, und H,N’ NSO, 
| DIR EEE. 7 2 BN | 
| | 
Br | E | 
(Sulfanilsäure) (Naphthionsäure). 


2) C. A. Lobry de Bruyn, Rec. d. trav. chim. d. Pays-Bas 14, 160, 189. 
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Die Laugemenge ändert sich zunächst nicht. Deshalb habe ich 
ie Reaktion, wie sie sich widerspiegelt in der Rotationsabnahme, als 
nimolekular aufgefaßt. Bei meinen Untersuchungen galt für diese 
teaktion die Formel 

1 
K = logro, 


wh Tn 





vobei angenommen wurde, daß die Reaktion in dem Bestimmungs- 
rebiet die optische Drehung aufzuheben, d. h. den Zustand ræ = 0 
‚u erreichen sucht!). 


Die Arbeitsmethode zur Bestimmung des Zusammenhanges zwischen K 
und der Normalität der Kalilauge in der Reaktionsflüssigkeit ist im großen 
ganzen dieselbe gewesen, wie sie in der vorigen Mitteilung beschrieben wurde. 
Jedoch wurden die Lösungen bei Zimmertemperatur gemischt, indem ich 
10 ccm der Glykoselösung und 10 ccm einer Kalilósung abpipettierte. 


Die Bestimmungen wurden in duplo ausgeführt, und von der Kalilösung 
wurden 30 ccm oder mehr aus einer Anzahl Kubikzentimeter 1,187 n KOH 
und den übrigen Kubikzentimetern Wasser bereitet. Nachdem die Wasser- 
mantelröhren gefüllt worden waren, wurde das Ablesen bis auf den Augenblick 
verschoben, da die Reaktionsflüssigkeiten die SSES Temperatur erreicht 
hatten. 


Die Temperatur betrug 25,0°C. 

Die Glykose, welche bei den Untersuchungen verwandt wurde, war 
von wechselnder Herkunft. Es wurde ein sorgfältig gereinigtes Präparat 
benutzt, das in unserem Laboratorium aus Kartoffelstärke mittels Oxalsäure 
bereitet worden war. Nennen wir es, zur Unterscheidung der anderen Muster, 
(ilykose D. L. Dieses besaß einen Anhydridgehalt von 92,7% nach dem 
Reduktionsvermögen (Schoorl) und von 93,1% nach der Polarisation. 
Weiter eine Glykose K. Ph. H. (Koninklijke Pharmaceutische Handels- 
vereeniging, Amsterdam), eine Glykose pur anhydre R. A. L. (Établisse- 
ments Kuhlmann, Lille), eine Glykose Anhydrous extra pure B. D. H. 
(The British Drug Houses Ltd., London). Es stellte sich heraus, daß man 
unabhängig ist von der Herkunft der Glykose, nur verwende man als Stamm- 
lösung Flüssigkeiten, die immer dieselbe Rotation zeigen. Diese war bei 
meinen Proben 42,8% V. oder da herum für eine Röhrenlänge von 200,0 mm. 
Die Stammlösungen zeigten, weil die Flüssigkeiten vor dem Verdünnen stets 
gekocht wurden, keine Mutarotation. Allenfalls wurden sie von einigen 
schwebenden Verunreinigungen filtriert. Dadurch, daß ich das Vorrats- 
fläschchen in schmelzendes Eis stellte, blieb die ziemlich kleine Menge Lösung 
am besten vor Verderben geschützt. 


Die benutzte Lauge war eine carbonatfreie KOH-Lösung, welche ich 
zuvor im wesentlichen nach der Vorschrift von Vanino und Seitter bereitete?) 
und die in einer Vorrichtung unter Luftkohlensäureabschluß aufbewahrt 
wurde. Der Titer war 1,187 n. 


1) Wiederholt wurde beobachtet, daß die wirklichen Enddrehungen der 
alkalischen Glucoselösungen geringe Linksdrehungen sind. 

2) L. Vanino und E. Seitter, Zeitschr. f. analyt. Chem. 41, 154, 1902, 
Vorschrift 3. 
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Aus dem bei den Untersuchungen gebrauchten destillierten Wasser 
die Kohlensäure mittels durchgeleiteter CO,-freier Luft vorher entie 
worden. 

Es ist eine der bekanntesten Erscheinungen der Chemie, daß | 
Geschwindigkeitskoeffizient der von Säuren veranstalteten Rohrzuck 
inversion einen konstant bleibenden Wert hat. Bis jetzt aber wurde 
nicht auf die Tatsache hingewiesen, daß die Glykoseumlagerung oe 
Alkalieinfluß ebenfalls eine Reaktion mit konstantem Gesch windigks 
koeffizienten ist. Untenstehende Tabellen (Tabelle II und II) by 
eine Übersicht von den Ergebnissen beim Feststellen der Reaktiz 
konstante X. Um Raum zu ersparen, gibt Tabelle II für nur einzeix 
übrigens ziemlich willkürlich gewählte Fälle eine Übersicht, wie da 
für die zugehörige Flüssigkeit bestimmt wurde. Durchschnitid 
beträgt also K in den Beispielen bzw. 1,92, 4,78 und 7,71. Die 
gegebene Anzahl Kubikzentimeter Lauge bedeutet die Menge, die ad 
in 20 ccm Reaktionsflüssigkeit vorfindet. Die Berechnungen va D 
beziehen sich alle auf den ersten Ablesemoment und auf die erste a 
gelesene Rotation (t, bzw. r, der Formel). 


Die Tabelle III stellt in Übersicht die endgültigen Resultate d | 





| 


Tabelle II. 
(Temperatur 25,0% C.) 


20 ccm Reaktionsflünsigkeit | 20 ccm Reaktionsflüssigkeit i 20 ccm Reaktionsflüssigia 
enthielten: | enthielten: | entbielten: 

10 cum einer (st | 10 ccm einer ue A d um einer 
déi ul, 
| 


| 
| 








Lösung 
von Glykose D. e Ger i von a B.D.H. von Keck R A.L, dei, 























Leem 1,187n K 5ccm 1,187n K 4ccm 1,187 n KOH 
sas Kan a A e a e dÉ , 

Minuten Konstante Minuten | Rotation Konstante, Minuten | Rotation Konsan | 
nt r | K l fw — h r K nta —4 ` r K 
EE ee e e =: == —_ ——-_-— = Se 
0 i 2,2 — 1000 | 189 | — | 00,178 - | 

120 19,15 1,94 l 30 | 18,3 4,67 } 30 : 169 | 15) 
200 | 60 | 17,7 | 475 i 60 | 16,0 72 | 

240 | 18,1 1,99 | 90 ' 171 | 483 ¡ 90 , 152 18 

300 | 17,7 1,91 | 120 ' 166 | 470 ¡ 150 136 |77 


kel 
900 
© 
pai 
x 
Q 





| 

| 

| 
360 | 172 | 1,94 | 190 ` 164 | 468 ' 180 130 1.8 
420 | 16,8 | 1,91 ' 245 , 144 | 482 | 210 | 123 | 7% 
480 ¡ 164 ' 189 ' 300 : 136 | 477 | 240 11,6 75 
540 | 18,9 | 193 | 360 , 127 | 480 | 270 | 110 "3 
UJ | — | 420 i 119 : 479 y 300 | 104 5 
60 | 10,8 ' 198 | 545 103 | 484 ¡ 330 | 98 7 
120 | 10,55 | 1,83 i 600 ' 97 | 483 ` 360 931 
180 | 1025 | 1,92 ' 660 90 ' 4,88 ` | 
240 | 100 | 1,89 ` | | 
300 | 97 | 1,95 ` 
360 95 1,88 
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Tabelle III. 
(Temperatur 25,0% C.) 






























Normalitá Rotati 
ge dèr Lauge = da Die gefundene K dei BE der Stammlösung 
.KOH| Wës: | Neunte Glykose | in OVentzke 
0,5 | 
a | 

| 
15 | | 
2 | 
25 Ä 
-8 \ 
| R. A. L. 42,7 
85 R. A. L. 42,8 
| om 
6.05 B. D. H. 43,0 
| E R. A. L. 42,7 
u 755 Vo 
| 756 | D. L. 426 


Aus den Ergebnissen geht deutlich hervor, daß für die unter- 
ıchten Laugekonzentrationen eine Proportionalität besteht zwischen 
er Reaktionskonstante und der in der Flüssigkeit anwesenden Menge 
COH. Ich nenne die in 20 ccm Reaktionsmischung anwesende Anzahl 
Cubikzentimeter 1,187 n KOH, a (genannte Mischung enthielt immer 
0 cem Glykoselósung von + 42,80 V.). Weiter nenne ich die Normalität 
les Kaliumhydroxyds in der Flüssigkeit N. Der wahrscheinlichste 
Zusammenhang zwischen K und a ist dieser, daß 

K = 1,92a (bei 25,0% C), 
der zwischen K und N, daß 


K = 32,4 N (bei 25,00 0). 


Die Differenzen bei jeder einzelnen Messung sind gering, wie aus 
folgenden Angaben hervorgehen mag. 


0 



































| ı | 15 | 2 | 25 | 3 | 3 4 
AA EE EE a VO ne A, AS A a h E A A ue De ae ZA a A e 
K= 19%a....' 096 | 192 288! 384 | 480 | 5/76 | 672 | am 
K=324N...., 096| 192 | 288, 3,86 | 480 | 5,77 | 6,74 | 7:68 
K (gefunden) . | | | 090 | 192 | 287 , 388 | 480 | 577 | 685 | 7.64 
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Der Gehalt an K,CO, des Kaliumhydroxyds (Kalium hydricum 
depurat. in bacillis, Merck, Darmstadt), welches carbonatfrei gemacht 
wurde, betrug 1,7 %?). | 

Wenn man, wie auch bei den vorläufigen Messungen getan wurde, das 
ungereinigte Hydıoxyd gebraucht, so kann die Abweichung nur ganz klein 
sein, so daß man praktisch gute Resultate bekommt. Anfangs wurde nıit 
verschiedenen Anzahlen Kubikzentimeter (a') einer Hydroxydlósung ge- 
arbeitet, die 1,00n war (Indikator Phenolphthalein). Das ergab unten. 
stehende Resultate, die zugleich mit den Werten verglichen werden, welche 
sich aus der Formel K = 32,4 N berechnen lassen. 



































Ee En en, 2 d ee EE E A EE UN Se | zer GE ze E E OSA E El 
K (berechnet) . . 2 222... | 162 | 324 , 486 | 648 | 81 
K (gefunden bei Glykose D. L.) . 1,62 3,24 485 ¡ 6,40 7,9 
Er mo o. o DL). | 162 | 323 , Am, 648 "5 

( LL ” 29 K. Ph. H.) f EE i == , 4,86 — A — 


Der Verfasser verzichtet darauf, in diesem Artikel schon den Er- 
scheinungen und Umständen bei der Glykoseumlagerung náherzutreten. 
Ich bevorzuge es, mit Hilfe eines Beispiels ausführlichst darzutun. 
daß es möglich ist, aus einer gefundenen Reaktionskonstante den Wen 
des Bindungsvermögens einer kaum sauren Substanz ganz genau : 
bestimmen. 

Wenn man der Reaktionsmischung außer einer bekannten Meng 
Lauge eine bestimmte Menge eines Stoffes zugibt, der Alkali festzulegen 
vermag, so ist es klar, daß dies in der Größe des gefundenen K zum 
Ausdruck kommt. Nennen wir diesen Reaktionskoeffizienten zu 
Unterscheidung K+, dann wird aus dem Zusammenhang zwischen A 
und N hervorgehen, daß die Normalität der katalytisch wirksamen 
Lauge, die wir jetzt N„ nennen werden, K,/32,4 oder 0,0309 K, beträgt. 
Der Wert N — N, deutet an, wieviel KOH neutralisiert ist, wenn 
wir mit N wieder die Normalität der zugegebenen Lauge in der Reak- 
tionsmischung bezeichnen. 

Ein typisches Beispiel stellt das Verhalten eines dreiwertigen 
Phenols dar. Das Phloroglucin, wovon hier die Rede ist, läßt sich 
durchaus nicht in gewöhnlicher Weise als Säure titrieren. Gibt man 
einer Phloroglucinlösung, mit ein paar Tropfen Phenolphthalein ver- 
setzt, eine kleine Menge KOH zu, dann ist die auftretende alkalische 
Reaktion der -Flüssigkeit sofort an der Rosafärbung des Indikator 
bemerklich. 

Von I. M. Kolthoff ist gefunden worden, daß Phloroglucin, 1,3,5 
Trioxybenzol, sich bei der Leitfähigkeitstitration wie eine zweibasischt 
Säure verhält?). Er fand den Knickpunkt in der Leitungsfähigkets 


1) Aus 240g wurden nämlich 5,78g BaCO, abgeschieden. 
2) I. M. Kolthoff, Zeitschr. f. anorg. Chem. 112, 194, 1920. 
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kurve bei 1,58ccm zugefügtem NaOH, während er 1,604ccm be- 
rechnete. 

In Ubereinstimmung mit diesem Befund sind meine Beobachtungen, 
die mich lehrten, daß dieses dreiwertige Phenol sich sehr genau wie 
eine zweibasische Säure polarimetrisch titrieren läßt. 

Das von mir gebrauchte Phloroglucin (2 aq) war ein Mercksches 
Präparat (puriss. diresorcinfrei). Bei langsamem Erhitzen wurde 
der Schmelzpunkt bei 210% C gefunden. Das Molargewicht beträgt 162. 
Eine bestimmte Menge wurde in einer Mischung von 10 ccm Glykose- 
lösung und 10ccm carbonatfreier Kalilauge gelöst. Die Reaktion 
fand dann weiter in einer Wassermantelröhre statt. Die Drehung 
der zuerst violetten und bald gelb gefärbten Flüssigkeit konnte ziemlich 
scharf abgelesen werden. Durch mehrmalige Wiederholung der Ab- 
lesung wurde der gesuchte Reaktionskoeffizient K„ als Mittelwert 
verschiedener Ergebnisse bestimmt. Aus K, wurde die Menge ge- 
bundenes KOH berechnet. 








Phloroglucin- | N | Ke N, Gebundenes rtig ok 
os | , e LO der Verbi 
in ne | (bekannt) (bestimmt) | (= 0,009 Kz) in Millimol ae. sine. 
ape” a d s = AR 
114 0,148 2,52 | 0,078 1,40 1,99 
126 0,178 | 3,21 0,099 | 1,58 2,03 





Die Zuckerlósung war in dem ersten Falle eine Lósung von Gly- 
kose R. A. L. (42,8% V.), in dem zweiten eine solche von Glykose B. D. H. 
(42,9% V.). Man bestimmt also mit einer nur geringen Abweichung, 
daß 1,3,5-Trioxybenzol sich wie eine zweibasische Säure verhält, 
d h. wie wenn es im Besitz zweier phenolischen OH-Gruppen wäre. 

Die Mengen Lauge und Substanz für die Bestimmungen wähle man mit 
Verständnis, d. h. dermaßen, daß N verhältnismäßig groß, K, relativ klein 
gefunden werde. Man nehme also nicht zu wenig Substanz. 

Der prozentische Fehler von N, ist dem von K+ gleich und die Größe 
des Fehlers in der gefundenen Menge neutralisierter Kalilauge, nämlich 
(wenn v das Flüssigkeitsvolumen in Kubikzentimetern vorstellt) 

v(N — N.) Millimol KOH, 
ist kleiner, je nachdem N, kleiner und N größer ist. In der Wahl der ge- 
nannten Mengen ist man übrigens durch die Reaktionsgeschwindigkeit 
beschränkt in bezug auf ein kleines Nz, und durch die aufzulösende Menge 
Substanz in bezug auf ein großes N. 

Da braucht man für die Ausführung einer Bestimmung, wie auch 
zu erwarten ist, sich nicht einmal einer von Carbonat eigens gereinigten 
Lauge zu bedienen. Bei den vorläufigen Untersuchungen wurde stets 
mit einer gewöhnlichen KOH-Lösung gearbeitet. Es war bereits mit 
derselben eine Messung des Bindungsvermögens von Phloroglucin 
verrichtet worden. Aus den dann gefundenen Geschwindigkeits- 
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koeffizienten berechnet man sehr gute Resultate, wie hier unten an- 
gegeben wird. 























Phloroglucin. | | | . Wertigkeit 
menge N E, N. | (N— N, | der Verbindung 
Ze OR: e RE Won 
162 0248 | 473 | 9,146 012 | 2% 
162 018 | 317 0,098 | 010 — 200 


In diesem Falle wurde bei beiden Messungen eine Lösung von 
Glykose D. L. (42,79 V.) benutzt. 

Während aus den angeführten Messungen hervorging, daß au: 
einem Reaktionskoeffizienten, der mittels Messungen gefunden wird. 
das Bindungsvermögen ganz gut festgestellt werden kann, wurde mir 
durch die geringen Unterschiede, welche das gefundene K, für die 
Dauer der Untersuchung aufweist, klar, daß die Messung beträchtlich 
verkürzt ausgeführt werden kann. Ungeachtet der Tatsache, daß 
die optische Drehung, welche die Monosen zeigen, bei Temperatur- 
wechsel eine Veränderung erleidet, stellte sich überdies heraus, daß 
man die Ablesungen mittels gewöhnlicher (mantelloser) Polarimeter- 
röhren verrichten kann. Mit Grund darf man bei der Kürzung der 
Bestimmungsmethode, indem man nur zweimal in gewöhnlichen Polari- 
meterröhren die Rotation der Flüssigkeit abliest, gute Erfolge erwarten. 
Das bestätigen folgende Bestimmungen. 

In ein etwas mehr als 50ccm haltendes Erlenmeyerkölbchen wurden 
405 mg (= 2,5 Millimol) Phloroglucin gebracht. Aus einer Pipette 
wurden 25ccm Glykoselósung (B. D. H. 42,9% V.) zugegeben; dann 
aus der Wasserbürette 17,50 cem Wasser und aus der Laugebúrette 
7,50 ccm 1,187n KOH hinzugefügt, so daß also N den Wert 0,173 
vorstellte. Nachdem alles Phloroglucin in Lösung gegangen war und 
die Flüssigkeit die Temperatur des Thermostaten (25,0% C) angenommen 
hatte, wurde in einem bestimmten Moment eine gewöhnliche Poları- 
meterröhre zu einer Länge von 200,0 mm mit der Reaktionsflüssigkeit 
gefüllt, das von einem Kautschukstöpsel verschlossene Kölbchen 
schnell in den Thermostaten zurückgestellt und gleich darauf die 
Rotation abgelesen. Es wurde eine Rotation r, = 19,4? V. beobachtet. 
In einem späteren Zeitpunkt, 370 Minuten nach dem vorigen, wurde 
von neuem eine Polarimeterröhre, jetzt von 100,0 mm, gefüllt, denn 
die Flüssigkeit war ziemlich dunkelgelb gefärbt. Die Drehung r, betrug 
2x78= e A V. 

e 4 

ds Es 370 8 15,6 

Während N, = 0,0309 x 2,56 findet man, daß 1 Millimol Phloro- 
glucin 1,98 KOH gebunden hält. Dieses Resultat steht in Über- 
einstimmung mit oben erwähnten Ergebnissen. 


ec läßt sich berechnen auf 2,56. 
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Es folgt nun eine Vorschrift zur Bestimmung der Säurevalenz 
rrlich indifferenter Stoffe. Man mische ein Volumen E com) 
er Glykoselósung, deren Drehung nach Ausgleichung der Muta- 
ation + 42,8°V. beträgt, mit einem gleichen Volumen e com) 


2 

er KOH-Lösung, welche + 0,4 n ist. 

Darin löse man so viel der zu untersuchenden Substanz, daß 
3/4 des Kalis gebunden wird, wie sich nachher zeigt. 

Nachdem man die Lösung in einem Thermostaten von 25,00 C 
2 Temperatur desselben hat erreichen lassen, fille man eine gewöhn- 
be Polarimeterröhre von beliebiger Länge (z. B. 2 dm) mit der Lösung 
1d lese dann die Rotation ab, während man sich den Zeitpunkt merkt 
ı im Moment t,). 

Nachdem man die Röhre einige Stunden (in Minuten ausgedrückt) 
n Thermostaten hat liegen lassen, wiederhole man die Ablesung nach 
:hnellem Abreiben der Deckgläschen in einem beobachteten Zeit- 
unkt (r, im Moment t,). 

Wenn die ursprüngliche Normalität an KOH in der Reaktions- 
nischung N ist, so hat der Stoff gebunden 
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In KE A 

Die Säurevalenz der Substanz ist die Anzahl Millimole gebundenes 
KOH pro Millimol. 


v.N— (log rı — log rn) Millimol KOH 





Um sowohl das Arbeiten in gewöhnlichen Polarimeterröhren wie 
die Berechnungsweise zu kontrollieren, habe ich schließlich eine Probe 
verrichtet, um polarimetrisch die Bindungszahl der Oxalsäure zu be- 
stimmen. Die Oxalsáure (M = 126), die einigemal zur Einstellung 
des Titers der KOH-Lösung diente, muß, ungeachtet der Fehler bei 
der Messung oder bei der Berechnung, als Ergebnis der polarimetrischen 
Titration 2,00 Mol gebundenes KOH pro Mol Substanz geben. 

Das Resultat der Kontrollprobe ließ nichts zu wünschen übrig. 

I. Es wurden in einem Kölbchen gemischt: 

472,5 mg (= 2,5 x 1,5 Millimol) Oxalsáure, 
25 ccm Glykoselósung R. A. L. (42,7% V.), 
Heem KOH 1,187 n, 
16 ccm Wasser. 

Sowohl die gefüllte Röhre wie das Kólbchen wurden einige Stunden auf 

der Temperatur 25,0°C gehalten. 

N war = 0,214. 

Für die Röhrflüssigkeit warr, = 19,65 und nach Verlauf von 305 Minuten 

Ta = 16,95, woraus für die Wertigkeit der Oxalsäure ein Wert 1,99 folgt. 
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Für die Flüssigkeit im Kölbchen war r, = 19,65 und nach Verlauf von 
420 Minuten ra = 16,1. Hieraus läßt sich eine Säurevalenz 2,00 berechnen. 
II. Die Mischung war wie unter I, jedoch mit 
10 ccm KOH 1,187 n und 
15 ccm Wasser. 
Hier hat N den Wert 0,237. 


Gefunden ist für die Röhrflüssigkeit: 


r, = 19,15, 
Tn = 15,8 (nach 300 Minuten), 
die Säurevalenz = 2,01; 
für die Flüssigkeit im Kölbchen: 
r, = 19,15, 
Ta = 14,6 (nach 420 Minuten), 
die Säurevalenz = 2,00. 


Wenn man also in der angegebenen einfachen Weise verfährt. 
bekommt man sehr gute Resultate. Auch kann man viele Bestimmungen 
zu gleicher Zeit ausführen. Nur werden Substanzen, die die Flüssigkeit 
dunkel färben und solche, welche, wie die schwache Borsäure, auf 
den Zucker selbst Einfluß üben, Schwierigkeiten geben. 

Obgleich ich selber mich mit den schwachen Salzbildungen noch 
des weiteren befaßte, meinte ich, wegen der sehr befriedigenden Er- 
gebnisse diese Methode schon jetzt den Fachgenossen übergeben zi 
sollen. 


Zusammenfassung. 


Beim Studium der Glykoseumlagerung unter KOH-Einfluß stellt 
sich heraus, daß für die untersuchten Laugekonzentrationen (0 bis 0,23% ni 
die Geschwindigkeit der Laugenormalität proportional ist. Als Säur 
ziemlich indifferente Substanzen haben nach Hinzufügung einen ver- 
zögernden Einfluß auf die Reaktion des Zuckers. 


Für eine Reaktionsflüssigkeit, in der Glykose ursprünglich mit einer 
0 


42,80 V 
Drehung er weiter auch KOH und die Substanz anwesend sind. 


gilt bei 25°C die Formel N, = 0,0309 Kz, wie von mir festgestellt wurde. 
Nz bedeutet die Normalität an katalytisch wirksamem KOH und EK, die 
gemessene Reaktionskonstante. Ganz einfach und sehr genau berechnet 
man nun aus zwei während der Reaktion beobachteten Rotationen die 
Säurevalenz der Substanz. 

Dies ist ausführlich für Phloroglucin, 1, 3, 5-Trioxybenzol, dargetan. 


Herr Prof. Dr. H. I. Waterman, dessen frühere Arbeit auf diesem 
Gebiete der Anlaß zu diesen Untersuchungen war, ist meinen Ver- 
suchen und Ergebnissen immer mit großem Interesse gefolgt. Ich 
verdanke Frl. J. A. Wieneke die wertvolle Ausführung der vorläufigen 
Messungen. 








Zur Frage der Ablenkung der Pharmaka durch erkrankte 
Gewebskomplexe. 
Die Jodspeicherung im erkrankten Organismus. 


Von 
Gottfried Holler und Franz Singer. 


(Aus der II. medizinischen Universitätsklinik der Universität Wien.) 
(Eingegangen am 28. April 1923.) 


Die verschiedene Affinität bestimmter Gewebskomplexe und noch 
weiter bestimmter Zellteile des tierischen Organismus schon unter 
physiologischen Verhältnissen zu chemischen Gruppen und die Ab- 
änderung dieses physiologischen Gesetzes durch pathologische Zu- 
stände hat sich seit langem, besonders seit den grundlegenden Arbeiten 
P. Ehrlichs und seit der Ausarbeitung seiner farbenanalytischen Me- 
thoden, die wissenschaftliche Forschung zur Entscheidung medizi- 
nischer Fragen zunutze gemacht. Ein Nachteil der Anwendung der 
Farben ist aber. dall wir uns mit ihrer Hilfe keinen Aufschluß über 


die quantitativen Verhältnisse der gebundenen chemischen Gruppen 
verschaffen. 


Virchow und Ehrlich haben weiter dazu angeregt, die Verteilung 
pharmakologischer Mittel im Körper zum Studium biochemischer Fähig- 
keiten der Organe und Organkomplexe unter pathologischen Verhältnissen 
zu benutzen. Ehrlich selbst hat dann unser Wissen über die Beziehungen 
bestimmter Pharmaka zur chemischen Gewebskonstitution, über die Ein- 
wirkung dieser letzteren auf die Verteilung und die pharmakologische 
Wirkung der Arzneikörper durch erfolgreiche Untersuchungen erweitert. 
Nach ihm bildet die Verteilung der Arzneistoffe im Organismus sozusagen 
das Bindeglied zwischen der chemischen Konstitution und der pharma- 
kologischen Wirkung, und ebenso muß weiter nach Martin Jakoby, Loeb u.a. 
das chemische Milieu erst vielfach geändert werden, damit Farbstoffe 
und Pharmaka, die zuvor keine Affinität zeigten, doch zu greifen vermögen. 
Eine derartige Milieuänderung ist im erkrankten Organismus vielfach durch 
den Krankheitsprozeß selbst gegeben. So tritt unter pathologischen Ver- 
hältnissen nach M. Jakoby eine Verteilungsänderung von eingeführten 
Arzneikórpern im Organismus ein. ‚Es folgt“, wie dieser Autor selbst sagt, 
„ein Arzneimittel in normalen und erkrankten Organismen eigenen Ver- 
teillungsgesetzen‘‘. Verändertes Gewebe hat veränderte Anziehungskraft 
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für körperfremde Stoffe, und so wird durch ein krankhaft verándertes Gewebe 
das unter physiologischen Verhältnissen geltende Verteilungsprinzip der 
Arzneistoffe umgestoßen. Dabei gibt es hierzu keine streng spezifische 
Ursache, sondern jede aus den verschiedensten Ursachen erkrankte Zell- 
partie übt diesen ablenkenden Einfluß aus. Dieses so festgesetzte pharma- 
kologische Grundgesetzt wollen Jakoby und Bondi vor allem an der ver- 
änderten Verteilung der Salicylsäure nach Abänderung des chemischen 
Milieus bei infizierten Tieren nachgewiesen haben. Eine in der jüngster 
Zeit vorgenommene Nachuntersuchung ihrer Methode durch Fröhlich uni 
Singer konnte jedoch die Richtigkeit ihrer Angaberr nicht bestätigen. Dies 
beiden Autoren erscheint auch die Art der Versuchsanordnung bei Bors: 
und Jakoby nicht eindeutig und beweiskräftig genug, um daraus tatsächlıd 
den Schluß ziehen zu können, daß in den Gelenken infizierter Tiere mehr 
Salicylsäure vorhanden war. So sind wir also heute von einer direkte: 
Heilwirkung speziell der Salicylsäure durch Mehrspeicherung in erkrankte 
Gelenken nicht überzeugt. 

Ein zweiter Arzneistoff, über dessen Verteilungsprinzip unter path. 
logischen und physiologischen Verhältnissen wir bereits eine reichlich: 
Literatur vorfinden, ist das Jod. Für dieses wies O. Loeb eine Ablenkung ır 
Eiter nach. Wir entnehmen weiter den tierexperimentellen Resultateu 
Loebs und Michauds, daß Jod in tuberkulös erkrankten Organen besonder 
reichlich gespeichert wird und daß die Intensität dieser Speicherung vu 
dem Grade des tuberkulösen Prozesses in dem speichernden Organ abhängig 
ist. Verkäste Partien speichern am meisten. Weiter hat dann +. d. Velden 
nachgewiesen, daß auch neoplastische Zellkomplexe (Carcinome) angeblich 
erhöhte Affinität zum Jod besitzen. Derselbe Autor hat weiter Jod wie auch 
Loeb und Michaud in entzündlich erkrankten Drüsen besonders reichlict. 
nachgewiesen, eine Fähigkeit von tuberkulösen Drüsen, die wir uns eigentlich 
schon lange zum Zwecke ihrer Behandlung zunutze gemacht haben. Franken- 
thal hat noch bessere Erfolge bei tuberkulösen Lymphomen mit einer kom. 
binierten Behandlung von Jod mit Röntgenstrahlen erzielt. Aach 
v. d. Veldens Untersuchungen sollen auch veränderte 'Arterienwánde in 
demselben Sinne die Jodspeicherung beeinflussen. Deshalb meint v. d. Velden, 
und seine Ansicht ist seither wohl die herrschende geworden, daß diese 
veränderte Verteilung von Jod keine spezifische Ursache hat, sondern jede 
aus den verschiedensten Ursachen erkrankte Zellpartie diesen ablenkenden 
Einfluß ausübt. Weiter entnehmen wir den Arbeiten Baumanns, daß unter 
streng physiologischen Verhältnissen die Schilddrüse das aın meisten jod- 
affine Organ ist, und was diese Entdeckung zu bedeuten hat, darüber 
orientiert uns am besten der Satz dieses Autors selbst, der sagt: ,,Die inter- 
essante Tatsache, daß ein bestimmtes Organ des Körpers befähigt ist, einen 
in ungeheurer Verdünnung dem letzteren zugeführten Stoff selektiv auf- 
zuspeichern und in eine funktionell wichtige Verbindung überzuführen. 
tritt kaum irgendwo so klar vor Augen, als bei der Jodverbindung der 
normalen Schilddrüse‘. i 

In der minimalen Menge, in der das Jod unter gewöhnlichen 
Lebensbedingungen in unseren Körper kommt, scheint dieses also 
durch die hohe Avidität der Schilddrüse ganz von dem übrigen Körper 
abgelenkt zu werden. Das Verteilungsprinzip des Jods bei Verab- 
folgung größerer Mengen desselben speziell unter pathologischen Zu- 


ständen zu studieren, war der Zweck unserer Untersuchungen, deren 
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Resultate wir in dieser Arbeit niederlegen. Wir gingen dabei vielfach 
einen Weg, der uns schon in den oben zitierten Arbeiten vorgezeichnet 
war. Immerhin sind unsere Ergebnisse durch die etwas abgeänderten 
Versuchsbedingungen und vor allem durch die Ausnutzung eines 
größeren klinischen Materials neu beweiskráftig. Zur Beobachtung 
wurden in erster Linie Kranke mit neoplastischen und entzündlichen 
Prozessen herangezogen, denen Jod in Form von Mirion größtenteils 
intravenös, zum Teil auch intramuskulär einverleibt wurde. Es geht 
aus den Untersuchungen O. Loebs und anderer Autoren hervor, daß 
die Art der Einverleibung des Jods einen verändernden Einfluß auf 
die Verteilung nur dann ausübe, wenn es in lipoidlöslicher Verbindung 
eingeführt wird, wodurch es lipo- und neurotrop wird. Das Mirion 
ist im wesentlichen eine abgebaute Gelatine mit 2%, gebundenem Jod. 
Gerade diese geringe Jodmenge im Mirion und der Umstand, daß sich 
das Präparat den Kranken als äußerst bekömmlich erwies, ließ uns 
dasselbe für unsere Versuche ganz besonders geeignet erscheinen. 
Außerdem wurden uns aber von der Firma auch Präparatg mit bis 
zehnfach höherem Jodgehalt zur Verfügung gestellt. Auch diese haben 
bei einigen der in dieser Arbeit zitierten Fälle Anwendung gefunden. 
Die Dauer der Einführung und die Menge des jeweilig verbrauchten 
Jods sind bei jedem im Nachstehenden tabellarisch wiedergegebenen 
Versuch verzeichnet. Wir glaubten uns zu der Durchführung unserer 
Experimente am Menschen um se mehr berechtigt, als in der Literatur 
vielfach auf die therapeutisch günstige Einwirkung des Jods auf neo- 
plastische Prozesse zufolge seiner Carcinom- und Sarkomtropie hin- 
gewiesen wird (Blumenthal, Löhe, Braunstein, A. Pinkus, Caspari u. a.) 
und speziell jüngere Arbeiten wieder die guten Erfolge mit Jod bei 
allen möglichen entzündlichen Prozessen, besonders bei luetischen, 
hervorheben (Fröhlich, Kyrle und Planer, St. R. Brünauer, Dattner, 
A. M. Rosenstein, A. Földes und F. Stern). 

Zur Untersuchung der Organe auf ihren Jodgehalt verwendeten 
wir eine vom chemischen Universitätsinstitut in Wien ausgearbeitete 
und uns angegebene Methode, die sich im Laufe unserer Versuche als 
sehr brauchbar erwies. 

Wo erhältlich, wurden ungefähr 10g Organsubstanz mit Kali- 
lauge unter vorsichtigem Zusatz von Kaliumnitrat im Nickeltiegel 
verascht. Die erkaltete Sohmelze wurde in Wasser unter Erwärmen 
gelöst; die Lösung nach Zusatz von Kaliumpermanganat dauernd im 
Überschuß durch 5 Minuten gekocht, dann mit Alkohol reduziert, 
mit mehrmaligem Nachwaschen filtriert, mit l0proz. Essigsäure an- 
gesäuert und mit Chlorammonium bis zur Sättigung versetzt. Nach 
einstündigem Kochen und Erkaltenlassen wurde schließlich 10proz. 
Schwefelsäure und 2proz. Kaliumjodidlösung zugegeben. Die Titration 


202 G. Holler u. F. Singer: Jodspeicherung im erkrankten Organisms 


des Jods erfolgte aus dieser Lósung nach der gebráuchlichen Method 
mit Stárke und n/100 Thiosulfatlósung. 

Unsere mit dieser Methode gewonnenen Resultate verhielten 3 
wie folgt: 

Fall 1. J. K. Carcinom der Leber mit Metastasen. Erhielt imu 
muskulär in der Zeit vom 27. September 1921 bis 31. Oktober 1921 in F:: 
von Mirion Jod injiziert. Die gesamte einverleibte Jodmenge bery 
10,600 mg. Die letzte Injektion in der Stärke von 10 ccm Mirion (= 20 
Jod) erfolgte 30 Stunden ante mortem. Von der eingeführten Jodm+*3 
wurden durch den Harn 3,204 mg Jod ausgeschieden. 


























| Unti ersuchte ehait Jodgehalt z a 
Organ ELE Menge = S | SCH pro £ ne 
Thyreoides rechts. . . . . . . . 4 1025 0,12. 0,012 
ge AE wel 8,0 — 

Hypophyse. . . EL E a 0,6 0,44 (0,733) 
Hoden rechts. . . . . 2.2.2.2. 0 6,5 0,60 | 0,08 
vi links . we Ae ër L 5,75 ? 4 
Nebenniere rechts. . DEE 3,8 0,93 0,24 

a N ee Ga A e 4,9 1,22 0,24% 
Pankreas. . EE EECHER 25,3 1,09 | 0.043 
Prostata . e DE e ee Ae, E 5,6 0,22 | 0,039 
Gehi. e-s dai AR ët a 11,3 — — 
Niere rechts. nz 9,6 0,10 | 0,016 

„ links. . 8,3 0,28 0,034 
Leber rechts . 15,75 0,57 0,036 
e links | 14,75 0,25 0,013 
Milz... BE 6,7 0,24 | 0,036 
Normale Lunge rechte Spitze 4 10,75 = — 
e a linke Spitze. . . ) 3,5 ° — — 
E „ rechte Basis. PEN 15,75 — — 
EN linke Basis mit l 
alter SOOO WOTA DEEN 6,25 _ _ 
Haut... Se ae e A 7,3 0,24 | 0,033 
Herzmuskel EEE, 7,5 0,68 | 0,09 
Muskel pea E cal 2870 — | — 
MOFA aa E op tee a \ 11,7 — | _ 
Ascites . . sop 12,5 — — 
Tumormetastase (rechte Leber) A l 7,5 0,32 | 0,043 
Peritumoröses Lebergewebe . . . ' 6,0 0,50 0,083 
Punktat einer erweichten Meta- | 
stase an der Tibia. . . . . . | 1,2 cem 11,8 Leem = 98 


Fall 2. K. F. Rektumcarcinom mit Metastasen. Erhielt intravene 
in der Zeit vom 8. November 1921 bis 17. Dezember 1921 in der Form vos 
Mirion Jod injiziert. Die gesamte einverleibte Jodmenge betrug 1400 mg 
Die letzte Injektion in der Stärke von 5 cem Mirion = 100 mg Jod erfolge 
65 Stunden ante mortem. Von der eingeführten Jodmenge wurden durch 
den Harn 149,5 mg Jod nachweisbar ausgeschieden. 

Fall 3. K. Z. Myeloide Leukämie. Erhielt intramuskulár in der Zeit 
vom 13. bis 16. Oktober 1921 in Form von Mirion Jod injiziert. Die g- 
samte einverleibte Jodmenge betrug 1500 mg. Die letzte Injektion in der 
Stärke von 10 ccm hochprozentigen Mirions (= 1000 mg Jod) erfolge 
21 Stunden ante mortem. Von der eingeführten Jodmenge wurden durch 
den Harn bis zum Tode 76 mg Jod ausgeschieden. 


_Fal 2. 














ntersu e 

Organ mE: Be Ben 
"re8oidea rechts. . . . .... 23,5 11,96 0,509 

SC links... , | 22,2 12,63 0,569 
len rechts... S 9,75 0,23 0,024 
> links . ; f ' 8,75 0,31 0,035 
>enniere rechts. d 21,5 | — — 

SCH links . 13,2 _ — 
akreas. ... . | 20,4 | — — 
satata..... 7,5 0,16 | 0,0213 
"Pophyse 0,55 | 0,56 (1,021) 
zen. 21,2 0,36 | 0,017 
ere rechts 9,8 0,33 0,034 
S links. | 6,5 | 0,28 | 0,043 
ber rechts ı rein. 13,9 | 0,82 0,059 
%5 links rein 46 ° — | — 
iz... 19,5 | = | E 
wu. Dr HS 
aut E 7,4 0,27 0,036 
erzmuskel | 15,8 (14,7): 0,0 | 0,0 
[uskel . ` 19,5 | Spuren | Spuren 
intzindlich veränderte Drüsen in | | | 

inguine. . 2. 2 2 2 2 nn. l 7,3 | 0,09 | 0,012 
Xnochenmark | 8,75 | 0,08 0,009 
Sicht verkäste Tumormetastase 

aus d. Musc. iliopsoas . . 24,7 | — — 
Nicht verkáste Tumormetastase in i | 

der Leber. .. 1 21,756 | = — 

Fall 3 





























Untersu | i 
Organ ln a reg 

Thyreoidea rechts. de 2,0 0,19 

links . 3,3 0,189 

Hoden rechts. . . 222220000 6,0 0,083 

Nebenniere rechts. . . . . . . . | 20 0,064 
ge links . . ...... i 2,2 0,09 

Pankreas TETE | 18,7 0,003 
Gehim. . | 15,0 — 
Kleinhirn | 13,5 — 

Magen. . 10,5 0,071 
Dünndarm | 155 E 
Dickdarm ' 20,5 SS 
Niere rechts | 8,5 — 
»» links. | 9,5 — 
Leber rechts 1 24,715 — 
„ links ı 10,5 — 
Milz... . o... . , 19,0; 14,0 — 
Normale Lunge rechts . . . . . | 7,0 — 

Entzündliche Lunge links. . . . ; 18,0 0,034 
Drusen 2.0 sa 2 EEN, 8,3 — 

Haüt a ie E #2 6. eh 8,0 0,07 0,008 
Herzmuskel Lo E Dl N 10,5 — | — 
Muskel . 2 2 2 2 2 2 nn. | 20,5 = | Ss 
Aorta . . ag 9,5 ° — — 
Unterhautfett N e, 8,7 == | = 
Knochenmark . . . 2 22.2. 5,9 — — 


wë 
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Fall 4. E. St. Carcinom der Gallenblase mit Metastasen, lkte: 
Erhielt intravenös in der Zeit vom 8. Dezember 1921 bis 13. Februar IP 
Mirion injiziert. Die gesamte einverleibte Jodmenge betrug 2200 mg. Le 
lezte Injektion in der Stärke von 10 ccm Mirion = 200 mg Jod eri: 
22 Stunden ante mortem. Von der EE Jodmenge wurden Ga 
den Harn 104,6 mg Jod ausgeschieden. 





| Untersuchte Jodgebalt | Jodgebalt - + 








Organ AA Menge in g in mg pro g Sera 
Thyreoidea rechts. | 12,6 7,96 | 0,63: 
3 links . 5,1 2,84 | 0,35% 
Hypophyse . . | 0,71 Spuren ! Spar- | 
Ovarium rechts. | 3,3 0,74 | 0,22; 
j links . . . | 2,1 0,10 0,1%: 
Nebenniere rechts. . . | 10,4 2,49 0,240 
»  Imka, 1 43 | 0,16 , 0,037 
Pankreas. . . . . . .. . 0...) 10,4 | — — 
Niere rechts . a tas ds E | 4,8 0,22 | 0,046 
„ links. . i 7,8 | ? | ! 
Leber (rein) Il 71 0,46 0,065 
Milz. % 2.2.8 % T | 7,2 0,30 | 0,042 
Lunge. aa a ee a e 29 9,8 — | — 
Duodenum IS = u 
Herzmuskel j SC dë | 5,3 — — 
Metastase in Lymphknoten ee 3,5 — — 


Fall 5. A. Th. Cirrhosis hepatis atrophicans im Spátstadium. Erhk: 
intravenös in der Zeit vom 30. November 1921 bis 13. Januar 1922 Mirk: 
injiziert. Die gesamte einverleibte Jodmenge betrug 420 mg. Die letz 
Injektion in der Stärke von l ccm Mirion = 20 mg Jod erfolgte 45 Stunde 
ante mortem. Von der eingeführten Jodmenge wurden durch den Han 
nur 2,8 mg Jod ausgeschieden. 








l | Untersuchte Jodgehalt | Jodgehalt Ge 
i Organ | Menge in g | in mg | pro g Substsz 








SR —- zZ 
Thyreoidea rechte. . . . lU 48 | 0.69 | 018 
S links al 9,1 2,48 | 0,273 
Hypophyse. | 0,85 0,402 | (0,473) 
Nebenniere. | 10,75 u | = 
Hoden rechts. | 5,75 0,30 | 0,052 
» links. 6,0 0,46 | 0,077 
Pankreas. . . . .. 1 185 0,24 | 0.08 
Prostata . . . 2 2 2 2 2 2 . . | 5,9 e i = 
Dem. eh ee IB 2 — | = 
aut... 26,3 Spuren Spuren 
Herzmuskel ei 8,7 SE | — 
Muskel 8,2 0,065 | 0,008 
Niare rechts _ | ae 0,16 |i 0.012 
vn links. = 7,2 — | Së 
Leber rechte 20,2 — — 
Milz. . 26,6 en | Ss 
Lunge rechte . E 7,3 0,036 ! 0,005 
Entzündliche Driise aüs Media- | 
stinum . SES 6,9 0,15 0,022 
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Fall 6. J. W. Rundzellensarkom, ausgehend vom rechtsseitigen 
schultergelenk. Erhielt intramuskulär in der Zeit vom 8. bis 30. März 1922 
Wirion injiziert. Die gesamte einverleibte Jodmenge betrug 1900 mg. 
Ne letzte Injektion in der Stärke von 5 ccm Mirion = 100 mg Jod erfolgte 
lO Tage ante mortem. Von der eingeführten Jodmenge wurden im Harn 
255 mg Jod nachweisbar ausgeschieden. 























ger ea ee EE 

Thyreoidea rechts. . . . .... | 4,1 1,04 0,254 
Hoden rechts. . TER 6,2 Spuren Spuren 

bs links . 4,0 — — 
Nebenniere. 2,6 0,28 0,108 
Leber . . CHE 9,5 — — 
Milz (akuter Tumor) : 2,8 0,36 0,128 
Knochenmark > 2,9 0,22 0,07 
Nierenmetastase ET yi t| 11,2 —_ — 
ETICO? Tumor ra 5. po ai 15,3 o | — 


Fall 7. W. J. Carcinom der Prostata, universelle osteoplastische 
Metastasen und universelle Drüsenmetastasen, hochgradige Arteriosklerose, 
Empyem der linken Pleura, Ascites. Erhielt intravenös und intramuskulär 
in der Zeit vom 30. September 1921 bis 22. Januar 1922 in Form von Mirion 
Jod injiziert. Die gesamte einverleibte Jodmenge betrug 6000 mg. Die 
letzte Injektion in der Stärke von 2ccm Mirion = 40 mg Jod erfolgte 
10 Tage ante mortem. Von der eingeführten Jodmenge wurden im Harn 
etwa 600 mg Jod ausgeschieden. (S. Tabelle a. f. S.) 


Fall 8. H. H. Carcinom des Magens mit Metastasen. Erhielt intra- 
muskulär Mirioninjektionen in der Zeit vom 10. Oktober bis 15. Dezember 
1922, die letzte Injektion in der FIRE von 5 ccm Mirion erfolgte 3 Tage 
ante mortem. 














Ca 

















Organ | Te VC 
| 
Thyreoidea rechts. . . . . . . . 10,0 ar | 0,176 
Milz. DN E a 15,0 0,011 
Rippe . 22,0 
Gallertiges Knochenmark < (Femur) 121 0, 01 
Drüsenmetastase . . . de 6,9 | - 








Fall 9. B. B. Carcinom des Oesophagus mit Metastasen. Erhielt 
Mirioninjektionen intravenös in niedrigen Dosen. Die eingeführte Jod- 
menge ist nicht genau angegeben. , 



































- | - 
Unt ht Jodgehalt Jodgehalt 

Organ e ege See 
Leber (rein) . . IATA u | 9,6 u 0,15 0,016 
Metastase der Leber ER, 0,55 0,12 | 0,207 
Primártumor zerfallend . . . . . | 0,45 | 0,08 0,186 
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Fall 10. S. A. Anaemia perniciosa. Erhielt intramuskulär Mira 
injektionen in der Zeit vom 9. bis 27. Februar 1923 in steigenden Dos 
von l bis 4 ccm injiziert. Die gesamte einverleibte Jodmenge betrug 560 me. 
Die letzte Injektion in der Stärke von 4ccm Mirion = 80 mg Jod eriti 
5 Stunden ante mortem. 


Organ I $ Untersuchte  Jodgebalt | Jodgebalt = 

















Menge in g | in mg g Sek 
Thyreoidea rechts. . . — 
Leber. ....... _ 
Me 2.4.» % DEE _ 
Knochenmark — 
Fall 7. 
H jschal | Igchalt i 
Organ | pa "e mg ' | = g Saa 
Thyreoidea rechts. . . . .... | 17,0 8,64 | 0,508 
nr Inka. . u ee er l 13,4 8,90 0,664 
Hypophyse. . . 2... 2220. 0,6 | 0,76 (1,267) 
Hoden rechte. . . . . . .. . . 1! 9,1 | 0,86 0,094 
» links. de o Are | 7,2 0,91 0,12 
Nebenniere rechts. Eje er er drei ao 7,5 | 0,94 0,125 
eg links . . %- a Si er m, | 13,2 | Spuren ; Spuren 
Pankreas. . . . . get A O E | 13,4 — — 
Tumoröse Prostata . La an Bere l 5,9 | 0,42 0,071 
Gehirn. . . BE S pi 25,5 — | = 
Tumoröse Halsdrüsen . . . E | 3,7 | 1,02 i 0,275 
ve Axillardriisen. . . , 9,5 — | _ 
Normale Mediastinaldriise . . . . | 1,9 | = = 
Tumoröse Mesenterialdrüse SN 1,9 0,76 0,40 
8 Inguinaldrise . =. 3,2 0,84 | 0,263 
Magen. ....... l 21,5 — | _ 
Dünndarm l | 9,5 1,22 | 0,128 
Dickdarm l 19,5 — — 
Niere rechts a \ 6,5 0,26 ; 0,04 
vn links. . q | 10,3 — | = 
Leber rechts . SH 21,2 — _ 
„ links | 13,5 = | E 
Milz. . | 11,0 = | = 
Lunge.. | 12,5 — | _ 
Haut . : 1 22,3 Spuren Spuren 
Herzmuskel ; | 10,3 — es 
Muskel . . .... | 16,8 — | _ 
Aorta wenig atheromatös ver- | 
ändert `... E | 6,5 0,27 ¡0,040 
Aorta hochgradig verkalkt. . . . 9,4 — - 
Rippen K | 8,5 — — 
Tumoróses Knochenmark (Femur) | 2,7 0,82 0,304 
Eiter aus lio yom Pa Se 7,6 0,64 0,084 
Ascites . . EEE EEE 18,3 0,89 0,049 


- 


Wir entnehmen unseren Tabellen zunächst, daß das von Jo 
und Baumann angegebene Verteilungsprinzip für Jod im wesentliche 
auch bei unserer Versuchsanordnung aufrecht erhalten ist. In de 
Arbeit Loebs finden wir hierzu folgendes Schema: 
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1. Gar kein Jod speichern: Gehirn, Rückenmark, Fett, Knochen 
21d Knochenmark. 
2. Geringen Jodgehalt zeigen: Dickdarm, Dünndarm, linke Leber, 
¡Oden, Muskeln. 
3. Etwas höheren Jodgehalt zeigen: Niere, Speicheldrüse, rechte 
eber, Lymphdrüsen. 
4. Wieder etwas höheren Jodgehalt zeigen: Magen und Lunge. 
5. Noch höheren Jodgehalt zeigen: Blut und Haut. 
6. Am meisten Jod ließ sich in der Schilddrüse nachweisen. 
Diesen für das Physiologische im Tierversuch gewonnenen Angaben 
Loebs haben wir nach eigenen Erfahrungen anzuschließen: Zunächst 
möchten wir nochmals darauf hinweisen, daß unsere Versuchsanordnung 
Jurch die ausgiebige Verwendung von Menschenmaterial und die lang- 
dauernde chronische Jodverabfolgung von den bisher angewandten 
Methoden abweicht, ferner vor allem auch dadurch, daß die Organe 
gewöhnlich nicht schon wenige Stunden nach der letzten Jodinjektion, 
sondern oft erst Tage später der Untersuchung zugeführt werden 
konnten. Auch das hat seinen Vorteil, weil wir uns vorstellen, daß 
die Organe mit der höchsten Jodaffinität dieses nicht nur zuerst und 
am ausgiebigsten an sich reißen, sondern vor allem auch länger an 
sich binden. Ja es kann uns diese Eigenschaft des längeren Jodbindungs- 
vermögens sogar einen besseren Maßstab abgeben, da, wie wir sehen. 
werden, die höchste Jodaffinität der Schilddrüse in erster Linie tat- 
sächlich nur für streng physiologische Verhältnisse gilt. RBeichliche 
Jodzufuhr, das Überschütten des Körpers mit Jod, schafft aber an 
und für sich schon pathologische Verhältnisse, die das Verteilungs- 
prinzip zu ändern vermögen. Je länger nach erfolgter Jodzufuhr wir 
also untersuchen, desto mehr lassen wir dem Körper Zeit, die vor 
unserer Injektion bestandenen Verhältnisse wieder herzustellen. Dem- 
entsprechend wissen wir auch, daß bei wiederholter Jodeinverleibung 
das Bindungsvermögen der Organe für Jod zunimmt. Ganz dasselbe 
haben übrigens Croner und Seligmann, Lochemann und Pauke auch für 
Arsen nachgewiesen. Wir konnten uns selbst dahin orientieren, daß bei 
einmaliger Jodinjektion oder bei wenigen Jodinjektionen die Höhe der 
Dosierung für die Quantität der Jodspeicherung in den Organen (am 
bequemsten zu beurteilen an der Schilddrüse), vorausgesetzt, daß nicht 
allzu kleine Dosen verabfolgt wurden, wenig in Betracht kommt. Die Jod- 
speicherung scheint sich hier auf einem unter physiologischen Verhält- 
nissen wenig schwankenden Spiegel zu erhalten, der erst steigt, wenn die 
Injektionen lange Zeit fortgesetzt werden. Ferner möchten wir zur Fest- 
legung der Grundprinzipien aus eigener Erfahrung anführen, daß in den 
Organen bereits gebundenes Jod zurzeit von Fieberzuständen rascher 
ausgeschwemmt wird. So beobachteten wir bei Kranken, die durch 
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lángere Zeit kleine Miriondosen (0,5 bis 1,0 ccm) erhalten hatten, ohne 
Jod im Harn in nachweisbaren Mengen auszuscheiden, daß sofort 
reichliche Jodurie einsetzte, wenn entweder interemistisch oder ab. 
hängig von einer Mirioninjektion einmal Fieber auftrat. Bisher wußten ` 
wir nur z. B. aus den Versuchen A. Heffters, daß im Fieber die Aus- 
scheidung des Jods verzögert sein soll. In unserem Falle scheint der 
Fieberprozeß ganz entgegengesetzt eine Mobilisierung von im Körper 
bereits vorhandenen Joddepots zu bewirken. 

Auch in unseren Tabellen fällt auf, daß ein reicherer Jodgehal: 
der speichernden Organe dann zu erzielen war, wenn das Jod in kleinen 
häufigen Dosen, als wenn dieselbe Jodmenge in wenigen großen Dosen 
zugeführt wurde. Bei Fall 2 z. B., dem Jod in kleinen Dosen durch 
einen Monat injiziert wurde, erreicht der Jodgehalt der Schilddrús 
die abnorme Höhe von 0,509 mg auf 1 g Substanz. Fall 3 bekam die- 
selbe Jodmenge, aber innerhalb dreier Tage in großen Dosen; der 
Jodgehalt der Schilddrüse erreichte nur 0,19 mg, berechnet auf Je 
Substanz. 

Die in der Literatur so sehr betonte hohe Aviditát der Schilddrüs 
für Jod geht auch aus unseren Versuchen hervor. Bei allen Fällen. 
bis auf zwei (Fall 1 und 10), speichert die Schilddrüse reichlich Jod. 
In Fall 1 enthielt der rechte Lappen auffallend wenig Jod, der link 
war vollständig jodfrei. Eine pathologische Veränderung des Organ: 
war: makroskopisch dabei nicht aufgefallen. Vollständig überraschend 
ist der negative Befund bei Fall 10 mit perniziöser Anämie. Der Tod 
der Patientin erfolgte dabei 5 Stunden nach der letzten Mirioninjektion. 
also zu einer Zeit, wo nach den Angaben Loebs die Jodspeicherung 
in den Organen ihren Höhepunkt erreicht haben sollte. Der Befund 
ist in eindeutiger Weise sicher fehlerfrei erhoben und besitzt nach 
unserer Meinung hohe pathogenetische Bedeutung, so daß wir un: 
veranlaßt sehen, der Jodspeicherung bei perniziöser Anämie weiter 
unsere Aufmerksamkeit zu widmen. 

Die Schilddrüsen bei allen unseren anderen jodgespeicherten 
Fällen waren jodreicher als normale Schilddrüsen unter physiologischen 
Verhältnissen nach den Angaben Baumanns und unserer eigenen 
Nachuntersuchung, wenn sie auch nicht immer die jodreichsten Zell- 
komplexe unter den zur Untersuchung gelangten Organen vorstellten. 

Ganz besonders wollen wir ferner darauf hinweisen, daß nicht 
allein die Schilddrüse, sondern auch alle anderen innersekretorischen 
Organe Vorliebe für reichlich zugeführtes Jod zu besitzen scheinen. 
wofür in der Literatur Aufzeichnungen bisher fehlen. Unter den endo- 
krinen Drüsen fällt in unseren Tabellen ganz besonders wieder die 
Hypophyse durch ihre Jodvorliebe auf. Sie übertraf bei der Mehrzahl 
unserer Fälle sogar die Schilddrüse um ein Vielfaches an Jodgehalt. 


N 
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Auch die Geschlechtsdrüsen und Nebennieren, selten dagegen das 
Pankreas, konnten ohne eine organisch sichtbare Veränderung wiederholt 
reich jodgespeichert angetroffen werden. 

Was die Ablenkung des Jods von seinem physiologischen Ver- 
teilungsprinzip unter pathologischen Verhältnissen schließlich noch 
anlangt, so geben unsere Untersuchungen auch darüber klaren Auf- 
schluß. In erster Linie erfolgt eine solche Ablenkung in entzündlich 
verändertes Gewebe, dessen erkrankte Zellen also der pharmako- 
logischen Einwirkung ganz andere Angriffsflächen als normale Zellen 
zu bieten scheinen. Deshalb hat, wie angenommen wird, verändertes 
Gewebe häufig veränderte Anziehungskraft für körperfremde Stoffe, 
in diesem Falle für Jod. Speziell tuberkulös erkrankte Gewebskomplexe 
zeigten auch uns die schon von Loeb und Michaud betonte hohe Jodo- 
philie. Am reichlichsten speichert immer verkästes Gewebe. Kein 
Jod fanden wir in vollständig organisierten alten Pleuraschwarten. 
Ebenso war in einer zirrhotischen Leber im spätatrophischen Stadium 
(Fall 5) kein Jod nachzuweisen. Bei demselben Fall 5 auch nicht 
ın der Milz. Die Milz pflegt für gewöhnlich ein wenig Jod zu speichern. 
Ein Fehlen von Jod in der Milz fiel uns bei unseren Speicherungs- 
versuchen sonst noch bei Fall 3 mit myeloider Leukämie auf. In be- 
sonderer Reichlichkeit konstatierten wir Jod mehrmals in akuten 
Milztumoren. 

Dagegen konnten wir uns nicht immer von einer besanderen Jod- 
freudigkeit der Tumoren überzeugen, solange dieselben nicht durch 
regressive Metamorphose sekundär verändert waren. Zerfallene Tumoren 
allerdings (z. B. Fall 1) zeigten uns ganz abnorm hohen Jodgehalt. 
Aufmerksam machen möchten wir auch darauf, daß bei Fall 1 die 
Tumormetastasen der Leber nur unmerklich mehr Jod nachweisen 
ließen als das reine Lebergewebe (die Werte verhalten sich 0,043 
:0,036 mg). Das dem Tumor unmittelbar anliegende, von ihm also 
toxisch geschädigte Lebergewebe dagegen wies einen doppelt so hohen 
Jodgehalt auf. 

Die hohe Jodavidität ist damit tatsächlich eine unspezifische 
Eigenart alles krankhaft (degenerativ oder entzündlich) veränderten 
Körpergewebes. Je körperfremder dabei der erkrankte Gewebsteil 
wird, desto höher ist sein Jodbindungsvermögen, am meisten speichert 
abgestorbenes Gewebe und Eiter. Eine auffallende Avidität des Jods 
zu jungem ungeschädigten Tumorgewebe ist nach dem Ergebnis unserer 
Versuche nicht sehr wahrscheinlich. Nur auf dem Umwege über eine 
regressive Metamorphose können wir daher den Befund +. d. Veldens 
bestätigen. Nach eigenen, derzeit noch zu wenig überprüften Befunden 
macht es uns ferner den Anschein, als ob die Tumoren durch Röntgen- 
bestrahlung jodaffiner würden. Es wäre möglich, daraus einmal eine 
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Erklärung für die Behauptung Blumenthals abzuleiten, „daB unsere ` 
Röntgentherapie in ihrem günstigen Effekt auf die Tumoren durch ` 
die Chemotherapie (mit Jod) in deutlicher Weise gefördert wird”. 
Derselbe Autor sagt an einer anderen Stelle wieder mit uns überein- 
stimmend: ‚Bisher gibt es keine Chemotherapie des Krebses, die für 
sich allein Genügendes leistet‘“. 

Wir bekamen weiter noch folgende Einzelorgane von mirion- 
behandelten Patienten zur Untersuchung: 

Fall 11. Carcinomatóse Drüsen, gewonnen bei Operation eines ino. 
perablen Magencarcinoms. Die Drüsen und der Tumor waren vor und 
während der Mirioninjektionen röntgenbestrehlt. lg Drüse enthielt 
0,0243 mg Jod. Zugeführte Jodmenge durch 9 Tage 900 mg. 

Fall 12. Halsdrüse mit tuberkulösem Granulom war jodfrei. Patien: 
erhielt nur Beem Mirion einmal 24 Stunden vor der Exzision. _ 

Fall 13. Tuberkulöse Halsdrüsen enthielten pro 1g Substanz 0,236 mz 
Jod. Zugeführte Jodmenge durch 10 Tage 1000 mg. 

Fall 14. Drüse aus der Axilla mit tuberkulösem Granulom. 1 g Drüs 
enthielt 0,031 mg Jod. Zugeführte Jodmenge durch 1 Woche 700 mg. 

Fall 15. Milz von hereditärem hämolytischen Ikterus (bei Operatic 
gewonnen). Enthielt 0,127 mg Jod pro 1 g Substanz. Zugeführte Jodmeng: 
durch 2 Wochen 1500 mg. 

Fall 16. Milz von erworbenem hämolytischen Ikterus (bei Operatist. 
gewonnen). Unsere Untersuchung konstatierte 0,201 mg Jod in 1 g Substanz. 
Zugeführte Jodmenge durch fast 3 Wochen 1800 mg. 

Schließlich untersuchten wir noch Schilddrüsen von nicht mit Jud 
behandelten Patienten. 

Fall 17. 'Struma simplex (durch Operation gewonnen). 1 g = 0,0993 mz 
Jod. 
Fall 18. Normale Thyreoides von einem beliebigen Patienten bei der 
Obduktion gewonnen. 1g = 0,1 mg Jod. 

Fall 19. Schilddrüse von an perniziöser Anämie Verstorbenem is 
abermals jodfrei. 


Es ist nun naheliegend, darüber nachzudenken, ob und in welcher 
Beziehung das Verhalten des Jods im menschlichen Körper, nämlich 
die Art seiner Speicherung, wie sie aus unseren Versuchen hervorgeht. 
zu seiner therapeutischen Wirksamkeit steht. Führend für eine der- 
artige. Beurteilung muß uns in erster Linie die konstatierte hohe Jod- 
avidität der Organe mit gesteigerten innersekretorischen Fähigkeiten 
nach unserem Dafürhalten erscheinen. Es ist wohl anzunehmen, dab 
auf diesem Umwege über die endokrinen Drüsen unsere Jodgaben 
ganz außerordentlich impulsiv in den Stoffwechsel eingreifen müssen. 
Wie besonders aus den Untersuchungen Liebesnys in letzter Zeit wieder 
hervorgeht, steigert das Jod hierbei den Grundumsatz. Wir halten 
es für möglich, daß die so ausgelöste Steigerung der Lebensvorgänge 
auf bestimmte, dem physiologischen Ablauf des Stoffwechselmecha- 
nismus gleichsam im Wege stehenden Krankheitsablagerungen, be- 
sonders Entzündungsprodukte, einwirkt. In zweiter Linie konstatieren 
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wir Ablagerung des Jods in entzündlichem und degeneriertem Gewebe. 
Wir möchten dafür halten, daß diese Vorliebe des Jods für entzünd- 
liches Gewebe weiter ein gut Teil zu seinem therapeutischen Prinzip 
beiträgt. Ganz abgesehen von einer geringgradigen bakteriziden Wirkung, 
macht die Jodspeicherung das Gewebe noch höher körperfremd und 
damit den Angriffen des Stoffwechsels, der bestrebt ist, alles ihm im 
Wege Stehende wegzuräumen und physiologische Verhältnisse zu 
schaffen, bequemer zugänglich. Wir konstatieren z. B. in tuberkulösen 
Lungenpartien nach Jodverabfolgung (auch intern) Herdreaktionen, 
die nicht zu selten von Heilungstendenz gefolgt sind. Es ist ferner 
nicht anders möglich, als daß auch die neue, im entzündlichen Gewebe 
sich bildende Jodeiweißverbindung ihrerseits, eventuell nach Art 
eines innersekretorischen Hormons, den Stoffwechsel noch weiter 
beeinflußt. Die Stellung, welche also unter physiologischen Verhält- 
nissen der Schilddrüse vermöge ihrer ellektiven Jodavidität im Stoff- 
wechsel allein zukommt, scheint sich nach unserem Dafürhalten also 
bei Verabfolgung größerer Joddosen speziell unter pathologischen 
Verhältnissen auch auf andere krankhaft, besonders entzündlich ver- 
änderte Organe mit dann hohem Jodbindungsvermögen zu übertragen. 

Es ist nun kein Wunder, daß diese bedeutende Einwirkung des 
Jods auf den Stoffwechsel auch noch in anderer Weise ihren klinischen 
Ausdruck findet. Hierher rechnen möchten wir die oft deutliche 
Verkleinerung von Tumoren (auch leukämischen) am Beginn einer 
Jodkur. Daß dabei eine Speicherung von Jod im Tumor im Falle einer 
regressiven Metamorphose diese Wirkung erhöht, ist nach dem eben 
Gesagten erst recht verständlich. Hier anschließend, möchten wir 
auch betonen, daß nach unserer Beobachtung Mirioninjektionen bei 
Kranken, die über Schmerzen klagen, deutlich analgesierend wirken, 
und ganz entsprechend konnten wir bei unseren auf diese Weise jod- 
gespeicherten Patienten mit Tasthaarprüfung eine herabgesetzte Be- 
rührungsempfindlichkeit der Haut nachweisen. Eine direkte Wirkung 
des Jods auf die Nerven ist hierzu nicht gut denkbar, weil, wie auch 
aus unseren. Versuchen wieder hervorgeht, das Jod in der Form unserer 
Einverleibung nicht neurotrop ist (Loeb, v. d. Velden). 

Zusammenfassend möchten wir also als Ergebnis unserer Versuche 
sagen: 

Das Jod hat schon unter physiologischen Verhältnissen als Bau- 
stein eines Stoffwechselhormons hohe Avidität zu innersekretorischen 
Drüsen, besonders zur Schilddrüse. In höheren als den physiologischen 
Dosen in den Körper gebracht, speichert sich das Jod außer in der 
Schilddrüse besonders reichlich noch in den anderen endokrinen Drüsen 
(Hypophyse), unter pathologischen Verhältnissen auch in allen krank- 
haft (entzündlich oder degenerativ) veränderten Gewebskomplexen. 

14* ` 
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Eine Spezifität kommt dieser Jodotropie dabei weiter nicht zu, ihr 
Intensität ist von dem Grade der Körperfremdheit des krankhsf 
veränderten Gewebes, wie scheint, abhängig. In dieser Hinsicht speicher 
entzündlich verändertes Gewebe mit großer Vorliebe Jod, nicht dagep: 
nach dem Ausfall unserer Versuche unverändertes Tumorgewebe. Du 
Jodspeicherungsvermögen des letzteren hängt von dem Grade regressive 
Veränderungen an ihm ab. Die nach Jodverabfolgung nachgewiesr 
Grundumsatzänderung trifft nach unseren Versuchen mit einer rech 
lichen Ablagerung von Jod in den endokrinen Drüsen zusamma 
Ein Zusammenhang der beiden Erscheinungen ist naheliegend. Is 
Jod erzeugt in entzündlich veränderten Gewebskomplexen, dum 
deren Jodophilie hingezogen, Herdreaktionen und erscheint uns desha!: 
als Zusatz zu Proteinkörperpräparaten, mit denen wir besonder 
lokale Wirkungen erzielen wollen, erwünscht. 
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Ein einfaches Modell einer Mikroelektrode zur y ,-Bestimmung. 


Von 
Gunther Lehmann. 


(Aus der experimentell-physiologischen Abteilung des Kaiser Wilhelm- 
Instituts für Arbeitsphysiologie, Berlin.) 


(Eingegangen am 30. April 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Seitdem die Bedeutung der pu-Bestimmung für die Biologie und 
Medizin erkannt wurde, ist eine große Zahl praktischer Wasserstoff- 
elektroden angegeben worden. Es fehlt aber bisher noch an einer 
Elektrode, die die pu-Messung in sehr kleinen 
Flüssigkeitsmengen gestattet, und doch ist gerade 
das oft von Wert. Die kleine Hasselbalchsche 
Elektrode!) verlangt immerhin mindestens 1l ccm 
Lösung, ganz abgesehen davon, daß das Platin- 
blech diese Elektrode sehr verteuert. Auch bei 
der Schadeschen Kammerelektrode?) dürfte man 
kaum mit weniger als mit 1 cem auskommen. Die 
Beschreibung eines einfachen Modells einer Mikro- 
elektrode, die man sich leicht selbst herstellen 
kann und die sich uns gut bewährt hat, erscheint 
daher gerechtfertigt. 

Die Skizze gibt die Elektrode schematisch 
wieder. Ein Glasrohr von etwa 3cm Länge und 
1.3cm lichtem Durchmesser ist an beiden Enden 
durch einen Gummistopfen verschlossen. Der untere Stopfen ist 
zweimal durchbohrt. Die eine Durchbohrung enthält den verschieb- 
baren Glasstab (S), auf den ein kleines rundes Deckgläschen aufgekittet 
ist. Auf dieses Tischchen (T) wird ein Tropfen der zu untersuchenden 





Abb. 1. 


1) Hasselbalch, diese Zeitschr. 49, 451, 1913. 
2) Schade, Neukirch und Halpert, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 24, 
ll, 1921. 
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Lösung gebracht. Die zweite Durchbohrung dient zur Aufnahme 
eines Glasröhrchens, welches Wasserstoff zuführt. 


Um Verdunstung des Tropfens auszuschließen, bringt man auf ` 
den Grund der Elektrode etwas Wasser. Der obere Stopfen ist dreimal 
durchbohrt. Eine Durchbohrung enthält ein Glasröhrchen (P) mit 
einem in das Ende eingeschmolzenen platinierten Platindraht mit 
Hg-Kontakt. Die zweite Durchbohrung enthält ein Glasröhrchen. 
welches einem KCl-Agarheber (K) als Führung dient. Die kapillar 
ausgezogene Spitze des Hebers taucht ebenso wie der Pt-Draht in den 
Flüssigkeitstropfen auf dem Tischchen. Der KCl-Agarheber wir: 
durch ein Schlauchstückchen (Sch) festgehalten. Die dritte (in der 
Abbildung nicht wiedergegebene) Durchbohrung dient zur Ableitung 
des Wasserstoffes, der unter Wasser ausströmt. 


Die Beschickung der Elektrode geschieht nach Abnahme de: 
oberen Stopfens. Das Tischchen wird gehoben, gereinigt und, nachdem 
ein Tropfen Flüssigkeit darauf gebracht ist, wieder gesenkt. Dann 
wird der obere Stopfen eingesetzt und die Stellung des Pt-Stiftes so 
geregelt, daß er eben eintaucht. Darauf wird der Agarheber eingeführt, 
das Ganze in einem Stativ montiert und mit der Wasserstoffdurch- 
strömung begonnen. Das freie Ende des Agarhebers taucht wie üblich 
in eine KCl-Wanne. 

Das richtige Potential stellt sich mit der gleichen Geschwindigkeit 
wie bei Makroelektroden ein. Die Endwerte weichen bei CO,-freien 
Lösungen nicht mehr von den mit Makroelektroden gefundenen Werten 
ab, als der normalen Schwankungsbreite aller Elektroden entspricht. 
Wir fanden z. B.: 











{ nase: Mikroelektrode 
Essigsäure verdünnt. . | 3,49 | 3,51 
Essigsáurepuffer ... | 3,97 4,00 
S ER | 5,76 5,76 
Phosphatpuffer . . . . " 6,49 | 6,48 
e | 7388 , 74 
A | 8&2 8:2 





Das mu kohlensäurehaltiger Flüssigkeiten kann, wie bei allen 
Elektroden mit strömendem Wasserstoff nur gemessen werden, wenn 
dem Wasserstoff Kohlensäure in einer der Tension entsprechenden 
Menge zugesetzt ist. Geschieht das nicht, so wird bei der geschilderten 
Anordnung die Kohlensäure quantitativ ausgetrieben. Die End- 
einstellung des Potentials dauert dann etwa 1 bis 11, Stunden, da 
ein konstanter Wert erst nach Austreibung der Kohlensäure erreicht 
wird. Wir fanden unter diesen Bedingungen mit der Mikroelektrode 
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für Serum von Mensch, Hund und Katze pg-Werte zwischen 8,80 
und 9,28. Höber!) gibt für kohlensäurefreies Blut Werte an von 8,54 
bis 8,91. Unter der Berücksichtigung der Tatsache, daß das Gesamtblut 
stets eine Spur saurer ist als das Serum, bedeutet das eine völlige 
Übereinstimmung. 

Die geringe Menge des zur Messung benötigten Blutes läßt diese 
Art der Messung für klinische Acidoseuntersuchungen geeignet er- 
scheinen. 


1) Hóber, Pflügers Arch. 99, 581, 1903. ` 





Die Wirkungsstárke der Narkotica. 


II. Mitteilung: 
Hämolyseversuche!). 


Von 
H. Fühner. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Leipzig.? 


(Eingegangen am 2. Mai 1923.) 


Vergleichende Untersuchungen über die hämolytische Wirkung:- 
stärke der Narkotica sind bisher nur an einer beschränkten Anzahl 
von Substanzen durchgeführt worden. Werte für die homologe Reihe 
der normalprimären Alkohole, ferner für Urethane und Essigester 
habe ich?) selbst früher gemeinsam mit Neubauer bestimmt; solche 
für Äthylalkohol, Äther und Chloroform wurden neuerdings von 4 pit: 
und Kochmann?) und für eine Reihe chlorhaltiger Substanzen von 
Plötz*) festgestellt. 

Genau vergleichbar sind diese älteren Versuche in ihren Erget- 
nissen mit den vorliegenden nicht, da sie unter anderen Versuch» 
bedingungen erhalten wurden. Streng vergleichbare Resultate ergeben 
nur gleichzeitige, unter denselben äußeren Bedingungen an derselben 
Blutprobe ausgeführte Untersuchungen. Da sich solche praktisch an 
einer größeren Anzahl von Substanzen nicht durchführen lassen, auch 
absolute Reinheit der geprüften Produkte nicht verbürgt werden kann. 
muß man sich mit Näherungswerten begnügen, wie sie bei derselben 
Versuchsanordnung mit wechselnden Blutproben unter Verwendung 
der besten Handelspräparate erzielbar sind. Ich gebrauchte Substanzen 
der Firmen Kahlbaum, Berlin, und Merck, Darmstadt. Als Blut wurde 
möglichst frisches Rinderblut verwandt. Alle Versuche wurden bei 
Zimmertemperatur angestellt. 


1) I. Mitteilung: diese Zeitschr. 120, 143, 1921. 

2) H. Fühner und E. Neubauer, Zentralbl. f. Phys. 20, 117, 1906. De- 
selben, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 56, 333, 1907. 

3) G. Apitz und M. Kochmann, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 8%, 22%, 
1920. 

4) WF. Plötz, diese Zeitschr. 108, 265, 1920. 
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lösung gewaschene Blutkörperchen Verwendung fanden. Zur Reihe c) 
diente gleichfalls gewaschenes Blut; doch wurde hier, wie in meinen 
früheren Versuchen mit Neubauer, nach einer Einwirkungszeit von 
5 Minuten zentrifugiert und.dann das Lösungsresultat abgelesen. Die ` 
letztere Methode empfiehlt sich namentlich für leicht zersetzliche 
Substanzen, wie das Methylacetat. Dieser Ester wurde vor dem 
Versuch mit trockenem Natriumcarbonat geschüttelt und nach dem 
Abfiltrieren rasch zu den Lösungen verwandt. Während für den 
weniger leicht zersetzlichen Äthylester das Wirkungsverhältnis zu 
Chloroform — die Verhältniszahlen, auf Chloroform als Einheit be- 
zogen, sind unter den molaren hámolytifchen Werten der Tabele 
aufgeführt — aus der Spalte 2 berechnet, 1:11, nach Spalte 4 1: 10 
ist, ergibt sich auch für die Spalte 6 1:10, wogegen für den Methyl- 
ester bei 24stündiger Einwirkung gleichfalls das Verhältnis 1:10, be 
der kurzen Einwirkungszeit aber 1:16 gefunden wurde, d. h. bei der 
kurzen Einwirkungszeit ist der Ester weniger verseift und darum 
hämolytisch weniger wirksam als bei der langen Versuchsdauer. Doch 
auch unabhängig von der Zersetzlichkeit zeigen sich bedeutende Unter- 
schiede, die namentlich wieder in den Verháltniszahlen zum Ausdruck 
kommen. Geringe Schwankungen wurden im Verhältnis von Chloro- 
form zu Äther gefunden, wobei sich als niedrigster Wert 1:13, al: 
höchster 1:16 berechnet, dagegen für das Verhältnis Chloroform zu 
Äthylalkohol 1:63 bis 1: 101. 

Aus Tabelle: I vergleichbar mit den Werten der übrigen unter- 
suchten Narkotica sind, wie erwähnt, die Ergebnisse unter a), und 
zwar nicht die Werte für die beginnende, sondern für die vollständig: 
Hámolyse. Diese Werte für die sieben genannten Substanzen sind 
auch in Tabelle II aufgenommen. 

Tabelle II enthält die Aufzählung aller 39 geprüften Produkte. 
nach der hämolytischen Wirkungestárke angeordnet. Die am Ende 
der Tabelle stehenden zehn Narkotica sind in der Reihenfolge ihrer 
Wasserlóslichkeit aufgeführt, weil sie in meiner Versuchsanordnung - 
an ungewaschenem Blute — nicht mehr hämolytisch wirkten. Ds 
aber nach Plötz der unter den genannten Substanzen am schwersten 
wasserlósliche Tetrachlorkohlenstoff an gewaschenem Blute noch 
hämolytisch wirkt, dürfte dies auch für die anderen schwerlöslichen 
Substanzen unter den gleichen Bedingungen der Fall sein. Als wirk- 
samstes Hämolytikum erwies sich in meinen Versuchen das Tetra- 
chloräthan. Da diese Substanz weniger wasserlöslich ist als die in der 
Tabelle folgenden sechs Produkte (Propylchlorid, Veronal, Isopropyl- 
bromid, Äthyljodid, Propylbromid, Benzol), andererseits enge Be- 
ziehungen bestehen zwischen Wasserlóslichkeit und hämolytischer 
Wirksamkeit, so halte ich es nicht für ausgeschlossen, daß die w- 
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Tabelle IT. 


Hämolytische Konzentration und Wasserlóslichkeit?). 












































| Hämolytische Konzentration Wasser: 
löslichkeit | Quotient 
EE wa co || Mol. pro | (W:H) 
| Vol.»Proz. | Gew.»Proz. Liter H) Liter (W) | 
| ma 
thylalkohol ..... | 26,00 | 2080 | 650 a = 
1ylalkohol ..... 17,00 13,43 2,92 | S l Sa 
eton ........ | 1500 | 1200 | 207 E L 
propylalkohol . . . |, 12,00 9,36 1,56 | ff E 
opylalkohol . .... 7,00 560 . 093 | — 
ethan (Athyl:) n 70 | 079 na | 142 
her .... 2... 5,60 4.03 0,54 || 0,87 16 
nylalkohol, tert... . 5,20 421 | 048 | 1,42 2.9 
‚raldehyd ...... 6,40 6,34 048 | 0,91 | 19 
>butylalkohol . .. . | 4,25 3,40 0,46 | 135 | 29 
ssigsaures Äthyl . | | | 3,60 331 | 07 | 073 | 19 
Methyl 2,70 257 | 034 328 | 96 
atylalkohol, un . | 3,00 2,43 0,32 0,92 | 2,9 
rethan (Propyl-) — 2,55 0,25 0,58 2,3 
ssigsaur. Isopropyl . | 2,40 218 | 021 030 | 14 
hloralhydrat . ....| — 275 | 017 404 | 238 
oamylalkohol do E | 1,50 1,22 0,14 0,31 2,2 
ssügsaures Propyl 1,60 1,44 0,14 0,18 1,3 
lethylenchlorid . . || 0,85 0,62 0,07 || 0,21 3,0 
thylbromid ..... 0,48 0,70 0.065 | 0,087 13 
lethyljodid . ..... 0,36 0,82 0,058 | 0,100 17 
.thylidenchlorid | | | | | 0,2 00 | 0051 | 0060 | 12 
ithylenchlorid . ...' 0,37 0,47 0,047 | 0070 | Lë 
sopral ........ — 0,67 0,041 |>010 | > 24 
Sssigsaures Isobutyl . 0,54 0,48 0,041 | 0,058 1,4 
‘hloroform ...... 0,27 0,41 0,034 | 0,063 Lë 
RE reegt e | 0,18 0,45 0,026 | 0,065 2,5 
¿hloreton ....... — 0,45 0,025 0,042 1,7 
Tetrachloräthan . . . . 0,07 0,11 0,006 ¡| 0,011 1,8 
Propylchlorid . .... | — — — 0,040 — 
Veronal ........ | — — — 0,027 — 
mid. D | — — | — 0,026 aa 
thyljodid ...... — | — — 0,025 | — 
Propylbromid ee = | — | — y 02 | — 
Ek er a aLa — — — 0,018 — 
Heptylalkohol, normal . | — | eg, H" ep 0,008 | — 
Propyljodid . . ... . = | - — | 0005 |  — 
Bromoform ...... re u; 0,005 | — 


Tetrachlormethan . . . | | 1 0,00% ; 


1) Gegenüber der Tabelle III in der I. Mitteilung wurden die Werte für 
essigsaures Methyl und für Propylurethan in obenstehender Tabelle II neu 
aufgenommen. Neu bestimmt, zum Teil allerdings mit anderen Präparaten, 
wurden die Werte für essigsaures Propyl, Isopropyl und Isobutyl, ferner für 
Isoamylalkohol, Chloreton, Äthylenchlorid, Äthylbromid und Propyl- 
chlorid. Der Wert für Äthylidenchlorid ist in der I. Mitteilung falsch an- 
gegeben: er beträgt 0,060 statt 0,006. 
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erwartet starke Wirkung dieses Chlorproduktes auf Verunreinigungen 
zurückzuführen ist. Für eine Verunreinigung des Tetrachloráthans 
und übrigens auch des benutzten Äthylenchlorids spricht die Bech, 
achtung, daß ihre gesättigten wässerigen Lösungen kapillaraktiv sind 
(vgl. Tabelle III meiner ersten Mitteilung), im Gegensatz zu de 
Lösungen aller anderen schwerlöslichen halogenhaltigen Narkotica. 

Während für die genannten zehn in Wasser wenig löslichen Suh- 
stanzen kein Hämolysewert in der Tabelle aufgenommen werden konnte. 
ließ sich umgekehrt für die fünf Anfangsglieder (Methylalkohol. Ätht! 
alkohol, Aceton, Isopropylalkohol, Propylalkohol) kein Wasserlóslict- 
keitswert aufnehmen, weil sie sich mit Wasser in jedem Verhältni 
mischen. Bei den 24 übrigen Substanzen, die in der Mitte der Tabeli- 
mit ihren Hámolyse- und Wasserlóslichkeitswerten aufgeführt sini. 
ergibt sich eine wichtige Beziehung dieser beiden Größen. Sieht maz 
vom Äthylurethan, Methylacetat und Chloralhydrat ab, die aus der 
Reihe herausfallen, so berechnet sich aus den verbleibenden 21 Sul. 
stanzen ein mittlerer Quotient Wasserlóslichkeit (W) durch hámolytisch: 
Konzentration (H) W/H =2. Die einzelnen Werte bewegen sich zwischen. 
1,20 und 3. Der genaue Quotient ist 1,98. Berücksichtigt man, dat 
die verwandten Substanzen weder vollkommen rein, noch die Hämoly«- 
werte streng vergleichbar sind, noch die Wasserlóslichkeitswerte. wi 
aus der ersten Mitteilung hervorgeht, besonders genau bestimmt wurden. 
so läßt sich keine bessere Übereinstimmung der Einzelwerte erwarten. 
Für diese Mehrzahl der geprüften hämolytisch wirksamen Substanzen 
läßt sich demnach die Gesetzmäßigkeit erschließen, daß sie unter meinen 
Versuchsbedingungen in der Konzentration der halben gesáttigten Lösung 
hämolytisch wirken. 

Bemerkenswert ist das Herausfallen der drei genannten Sub- 
stanzen Chloralhydrat, Äthylurethan und Methylacetat aus der Reihe. 
Dies hängt beim Chloralhydrat und Urethan sicherlich mit ihrer abnorn 
hohen Wasserlóslichkeit, mit einer besonderen Wasseraffinitát, zu- 
sammen, und diese kommt ihrerseits in der Hydratbildung zum Aus 
druck, wie sie für das Chloral und auch für die niederen Alkohole be- 
kannt, nach meinen Versuchen aber auch für das Äthylurethan wahr- 
scheinlich ist. Daß an diesen aus der Reihe fallenden Werten für die 
zwei genannten Substanzen nur die übermäßige Wasserlóslichkeit und 
nicht etwa ein abnormer Hämolysewert schuld ist, läßt sich, wenigstens 
für das Äthylurethan, mit Sicherheit daraus entnehmen, daß der 
Hämolysewert für die Substanz ein normaler ist, d. h. der von mir 
aufgefundenen Gesetzmäßigkeit der Wirkungsstárke in homologen 
Reihen entspricht und demnach das Äthylprodukt hämolytisch etwa 
dreimal weniger wirksam ist als das Propylprodukt. Abgesehen von 
den Anfangsgliedern der homologen Reihen, scheint diese Gesetzmäßig- 
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eit, wie ich!) zuerst an den normalen Grenzkohlenwasserstoffen 
eigte, auch für die Wasserlóslichkeit zu gelten. Dem entspricht, wie 
us der Tabelle II ersichtlich, daß Äthyl- und Propylacetat auch ähn- 
iche WVirkungsunterschiede aufweisen (0,73:0,18 = 4), während die 
\Vasserlöslichkeit für das Methylprodukt, wenigstens etwas, zu hoch 
rscheint. Immerhin ist für den hohen Quotienten 9,6 des Methyl- 
icetats in erster Linie die anfangs erwähnte zu starke hämolytische 
Wirkung des Produktes infolge seiner Verseifung verantwortlich zu 
machen. Nach den früher in homologen Reihen aufgefundenen Gesetz- 
mäßigkeiten sollte der Methylester hämolytisch etwa halb so wirksam 
sein wie der Äthylester, und ein solches Ergebnis hatten in der Tat 
auch meine schon erwähnten älteren Bestimmungen mit Neubauer, 
während er in der jetzt gebrauchten Versuchsanordnung sich sogar 
etwas wirksamer als der Äthylester erwies. Multipliziert man den 
in der Tabelle angegebenen hämolytischen Wert für Äthylacetat 0,37 
mit dem in der Arbeit mit Neubauer (S. 338) ermittelten Quotienten 
Methylacetat 
Athylacetat 
Methylprodukt 0,89 an Stelle von 0,34 der Tabelle II ergeben. Dividiert 
man den gefundenen molaren Wert der Wasserlöslichkeit für Methyl- 
acetat 3,28 durch diesen errechneten Wert 0,89, so ergibt sich der 
Quotient 3,6, welcher zwar für eine geringe Steigerung der Wasser- 
löslichkeit über die Norm hinaus spricht, aber sich dem höchsten Wert 
der übrigen Quotienten (3 für Methylenchlorid) nähert. Auch durch 
Multiplikation des Wasserlóslichkeitswertes für Äthylacetat mit 3 
erhält man einen niedrigeren Wert als den gefundenen, was gleichfalls 
auf die abnorme Wasserlóslichkeit des Methylacetats hinweist. 

Bei den Alkoholen geht vom Butylalkohol an Hämolysewert und 
Wasserlöslichkeitswert parallel, wobei allerdings nicht ausgeschlossen 
erscheint, daß in dem hohen Quotienten von 2,9 für die beiden ge- 
prüften Butylalkohole und den tertiären Amylalkohol sich noch eine 
übermäßige Wasserlóslichkeit anzeigt; andererseits erscheint es nach 
dem Folgenden möglich, daß gerade die über 2 liegenden Werte richtiger 
und die unter 2 auf Versuchsfehler zurückzuführen sind. 

Der Quotient 2 aus molarer Wasserlóslichkeit und molarer hämo- 
Ivtischer Konzentration berechnet sich lediglich unter den von mir 
gewählten Versuchsbedingungen. Nimmt man zur Berechnung die 
mit gewaschenen Blutkörperchen erhaltenen, etwas niedrigeren hämo- 
Ivtischen Werte der Tabelle I, so erhält man Quotienten, die etwa 
10°, höher liegen. Einen Quotienten vom Mittelwert 3 erhält man, 
wie Tabelle III zeigt, aus den eingangs erwähnten Bestimmungen 


— 2,4, so würde sich als richtiger Hämolysewert für das 


1) H. Fühner, diese Zeitschr. 115, 259, 1921. 
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Tabelle III. | 

Hämolytische Konzentration und Wasserlóslichkeit nach Plot. 
1 | | Wirkungsverkains 

| degen Ä ee | earen ar 

| | Ww ‘i Hämolyse | 

Methylenchlorid . . . . | 0,045 0,155. 34 | 237 23 
Athylenchlorid 0,036 0,086 24 1,89 LA 
Chloroform . ..... 0,019 0,062 32 ' 1,00 Lë 
Athylidenchlorid . . . . |; 0,019 0,0415 22 — 1/00 05 
Tetrachloráthan . . . / | 0,003 0,012 40 . 0,16 0.19 
‘ Tetrachlormethan . . . | 0,0016 0,0052 32 , 008 . (MB 


von Plötz an sechs chlorhaltigen Substanzen. Die molaren Himdw 
werte der Tabelle III sind von Plötz selbst berechnet. Die mo 
Wasserlóslichkeit der Tabelle berechnet sich aus seiner Übers 
tabelle B, in welcher die von ihm bestimmte Wasserlöslichket E 
Grammen pro Liter angegeben ist. Von den sechs Substanzen sind le 
fünf Hämolysewerte auch in meiner Tabelle II angegeben, die za 
, Teil weitgehend von den Werten von Plötz abweichen. Im Diri 
schnitt sind die Hämolysewerte von Plötz niedriger als die mem 
was sich nur zum Teil durch die Verwendung gewaschener Bir 
körperchen erklärt. Vielleicht war das von ihm gebrauchte Blut gege 
über den Hämolyticis überhaupt weniger resistent, oder sind es and 
äußere Faktoren, die diese Unterschiede bedingen. Bei zwei $) 
stanzen, dem Methylenchlorid und dem Äthylidenchlorid, sind & 
großen Unterschiede sicherlich durch die verschiedene Qualität de) 
Präparate bedingt, was auch in der verschiedenen Wasserlóslichkes 
hervortritt. Die Einzelquotienten bei Plötz bewegen sich zwischen 2 
und 4,0. -Ob demnach der Quotient 2 bzw. 2,2 aus meinen Bestimmung? 
oder der Quotient 3 aus den Bestimmungen von Plötz den richtigera 
Wert darstellt, läßt sich vorerst nicht entscheiden. Dies kann nur durè 
nochmalige besonders sorgfältige Bestimmungen geschehen. Ween? 
erscheint, nicht, daß Hämolyse erhalten werden kann durch 1, ode 
1, gesättigte Lösung der Narkotica, sondern daß enge Beziehung 
bestehen zwischen der hämolytischen Konzentration und der Wase- 
löslichkeit, die unter bestimmten Bedingungen in einfachem zahlenmábig 
Verhältnis zum Ausdruck gelangen. 

Als Nebenbefund sei hervorgehoben, daß man anscheinend Mí | 
der Hämolysemethode abnorme (übermäßige) Wasserlöslichkeit der org» 
nischen Substanzen feststellen kann. Von den geprüften Narkotier | 
besteht eine solche für Chloralhydrat, Äthylurethan, die beiden Dro, 
alkohole, Aceton, Äthyl- und Methylalkohol. Nimmt man den Qu | 

. tienten 3 als richtig an, so würde sich durch Multiplikation der £ 
fundenen molaren Hämolysewerte für die genannten Substanz | 


| 
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ergeben: Chloralhydrat 0,51, Äthylurethan 2,37, Propylalkohol 2,79, 
Isopropylalkohol 4,68, Aceton 6,21, Äthylalkohol 8,76, Methyl- 
alkohol 19,5. In Gewichtsprozenten berechnet, müßte demnach die 
normale Wasserlöslichkeit z. B. für den Äthylalkohol etwa 40%, be- 
tragen. Vielleicht läßt sich diese abnorme Wasseraffinitát quantitativ 
durch Vergleichung der Wasserentziehungs- oder Härtungsstärke der 
Substanzen an frischem tierischen Gewebe bestimmen. 

Für die Pharmakologie der Narkotica ist ihr gegenseitiges Wirkungs- 
verhältnis besonders wichtig. Ein wie weitgehender Parallelismus zwischen 
hämolytischer Wirkung und Wasserlóslichkeit besteht, soll an der 
Hand der Tabelle IV gezeigt werden, in der das Wirkungsverhältnis 
der verschiedenen Substanzen, auf Chloroform als Einheit bezogen, 
nebeneinander gestellt ist. Von den drei Ausnahmen Äthylurethan, 
Methylacetat und Chloralhydrat abgesehen, kommen die meisten 
Werte der beiden Reihen einander so auffallend nahe, daß an engen 
Beziehungen beider Größen.nicht gezweifelt werden kann. Bemerkens- 
wert ist namentlich, daß bei der Vergleichung chlorhaltiger und chlor- 
freier Produkte sich die gleichen Werte für Wasserlóslichkeit und 
Hämolyse ergeben. Ich weise z. B. auf die beiden Werte für Tetra- 
chloräthan (0,18 und 0,17) und Paraldehyd (14,12 und 14,44) hin, 
dann aber auf die besonders wichtigen für Chloroform und Äther. 
Es wurde bereits eingangs bei Besprechung der Tabelle I erwähnt, 
daß sich für die beiden Substanzen unter verschiedenen Bedingungen 
das Verhältnis 1:13 bis 1:16 (1:15,88 der Tabelle IV) ergab. Diese 
Werte entsprechen vollständig denen, die sich nach eigenen Bestim- 
mungen und Angaben aus der Literatur für die Wasserlóslichkeit. 
beider Narkotica berechnen. Wie schon in meiner ersten Mitteilung, 
S. 158, erwähnt wurde, verhalten sich die Wasserlóslichkeiten beider 
wie 1:14 (Tabelle IV) bis 1:17. In der erwähnten Arbeit von Apitz 
und Kochmann ist als Wirkungsverhältnis beider 1:26 angegeben. 
Weiter findet sich darin für Chloroform : Äthylalkohol der Wert 1: 155. 
Diesen Bestimmungen stehen meine Werte mit 1:16:86 für Chloro- 
form : Äther : Alkohol gegenüber! Da das von Apitz und Kochmann 
bestimmte Verhältnis von Äther: Alkohol ungefähr dem von mir 
bestimmten entspricht, so ist von den Genannten anscheinend die 
hämolytische Konzentration für Chloroform, vielleicht infolge Ver- 
unreinigung des Präparates, etwas zu niedrig angenommen worden. 

"Es sei dann nochmals auf die kleine Tabelle III hingewiesen, in 
der das Wirkungsverhältnis auch für die von Plötz ermittelten Werte be- 
rechnet ist. Bei den in Frage stehenden Substanzen tritt noch schöner als 
in meinen Bestimmungen das vollkommene Parallelgehen beider Reihen 
zutage, meines Erachtens ein Kriterium für die sorgfältige Bestimmung 
der Hämolyse- und Wasserlöslichkeitswerte durch den Verfasser. 
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Tabelle IV. 
Wirkungsverhältnis für Hámolyse und Wasserlóslichkeit (Chloroform = l} 
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— Chloralhydrat. . . . 500 (6413, 
Äthylalkohol 185,88, — | Isoamylalkohol . . . 412. 4% 
Aceton . ...... N 60,88 — Essigsaures Propyl . 412 2 
Isopropylalkohol . . , 45,88 Ge Methylenchlorid. . . 206 33 
Propylalkohol . . . | 27,35 — Äthylbromid .. . . 19 13 
Urethan (Áthyl-) . . | 23,24 (178,41) Methyljodid .. . . 170 1% 
Äther... 2.2... ‚ 15,88 | 13,81 | Athylidenchlorid . . 150 0% 
Amylalkohol, tert. .' 14,12 | 22,54 | Äthylenchlorid . . . 138 11 
Paraldehyd. .... + 14,12 | 14,44 | Isopral ...... . 1% 13 
Isobutylalkohol. . .| 13,53 : 21,43 | Essigsaures Isobutyl 1,20 02 
Essigsaures Äthyl. S 10,88 | 11,59 | Chloroform . . . . . 100 1% 
ee Methyl . '(10,00), (52,06)| Methylenbromid . . 076 1% 


Butylalkohol, norm. |; 9,41 ' 14,60 | Chloreton. . . . . . 0,773 08 
Urethan (Propyl-) ., 7,35, 9,20 | Tetrachloráthan . . 018 Cl 
Essigsaures Isopropyl || 6,17 ı 4,76 | | 

Bemerkt sei noch, daß die nach Traube bestimmten Werte de 
Oberflächenaktivität den hämolytischen Werten ebensowenig parali 
gehen, als den in der ersten Mitteilung bestimmten Werten für de 
Froschherznarkose. 


Zusammenfassung. 

Von 39 an ungewaschenem Rinderblut geprüften Narkotic 
wirkten zehn nicht hámolytisch. Bei den 29 wirksamen Substanz 
ergaben sich nahe Beziehungen zwischen hämolytischer Wirksamkeit 
und Wasserlóslichkeit, derart, daß 4, bis 13 gesättigte wásserg 
Lösungen der Substanzen mittlerer Wasserlöslichkeit hámolytist 
wirken. Methylacetat folgt dieser Regel nicht und zeigt abweichend 
Werte wegen leichter Zersetzlichkeit. Auch Chloralhydrat, Äthylurethan. 
die beiden Propylalkohole, Aceton, Äthyl- und Methylalkohol fallen 
aus der Reihe heraus, was durch abnorme (übermäßige) Wasserlóslict: 
keit erklärt wird, die ihrerseits auf dem Wege der Hämolyse erkennbarist. 

Vergleicht man das Wirkungsverhältnis für Hámolyse und Wasser: 
löslichkeit, auf Chloroform als Einheit bezogen, so ergibt sich weit- 
gehender Parallelismus beider Reihen. 


il 








Über die lebenserhaltende Wirkung der Leguminosen. 


Von 
L. Berczeller und A. Billig. 


(Aus dem physiologischen Institut der Wiener Universität.) 
(Eingegangen am 2. Mai 1923.) 


In einer früheren Mitteilung!) konnte gezeigt werden, daß weiße 
Ratten, einseitig mit Bohnen, Erbsen oder Linsen gefüttert, sehr ver- 
schieden lange leben, und zwar beträgt die Lebensdauer der ausschließlich 
mit Bohnen gefütterten Ratten nur einige Tage, jene der mit Erbsen 
allein gefütterten Tiere 2 bis 4 Monate, wogegen die Tiere allein mit 
Linsen ernährt, ungefähr 7 Monate leben. Schon in diesen Versuchen 
war es sehr auffallend, wie charakteristisch verschieden das Leben der 
einseitig ernährten Tiere beeinflußt wird. 

Ähnliche Versuche haben wir auch mit Verfütterung einer Anzahl 
anderer Leguminosen ausgeführt; an dieser Stelle soll zunächst auf 
Grund unserer Versuche die Bohnenwirkung, welche jedenfalls am 
meisten auffällt, näher erörtert werden. Zu diesem Zwecke haben 
wir das Verhalten der Gartenbohne (Phaseolus vulgaris) mit der Pferde- 
bohne (Vitia faba) verglichen. Bekanntlich ist die Gartenbohne erst 
aus Amerika nach Europa eingeführt worden, früher war unter „Bohne“ 
nur die Pferdebohne, die ,,Faba'* der Römer, bekannt, zu welcher 
Zeit übrigens die Bohne unbedingt ein viel mehr verbreitetes Nahrungs- 
mittel gewesen ist. Wahrscheinlich wurden auch die anderen Legu- 
minosen in größeren Mengen verzehrt. Auffallend ist, daß in vielen 
römischen Namen — wie Fabius, Cicero, Lentulus — die Leguminosen- 
bezeichnungen vorkommen. 

Seitdem die Gartenbohne in Europa Fuß gefaßt hat, verdrängt 
sie allmählich immer mehr die alte Bohne. Schon deswegen schien 
der Vergleich ihrer biologischen Wirkungen von Interesse. 

Wir haben unsere Versuche ganz ähnlich, wie es in den voran- 
gehenden Mitteilungen beschrieben wurde, ausgeführt. Die zwei folgenden 
Versuchsreihen, wo je ein Männchen und Weibchen mit ganzen Pferde- 


1) Diese Zeitschr. 129, 239. 
Biochemische Zeitschrift Band 139. 15 
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bohnen gefüttert wurden, führten wir so aus, daß die einzelnen Tier ¡ 
desselben Versuches auch in separaten Käfigen untergebracht waren. 
Die Gewichtsveränderungen und Lebensdauer der Tiere sind aus der 
Tabelle ersichtlich. 











|i Sorte I O Sel ` 
Datum | Gewicht in a > ing| . Datum | E ing De bare Gewicht bt 
KE? A A d, EE 
14 XI... y 197 e 
16. XI. . | 190 
20. SI . ı 185 
28. XI. . | 204 ` 
30. XI. , 182 
4. XII. ' 1% 
12. XII. | 206 
14. XII. 204 
27. XII. ı 190 
18.1. . ' 210 
23.1.. 1 172 
30.1.. © 177 
5.11. - 140 
8. II. ef + 
Lebensdauer i in. 
Tagen a j; 83 





Während des größten Teiles der einseitigen Ernährung zeigten d: 
mit Pferdebohnen gefütterten Tiere keine wesentlichen Gewichte- 
veränderungen, nur ganz kurz vor dem Tode tritt ein ganz jäher G- 
wichtssturz ein. Das merkwürdigste Resultat des Versuches ist dr 
Konstanz der Lebensdauer und der regelmäßige Unterschied zwischer 
Männchen und Weibchen. In beiden Versuchsreihen leben di 
Weibchen 3 Tage länger als die Männchen, wobei dieser Unterschied 
nur 3,5 bis 4%, der gesamten Lebensdauer bedeutet. Ebenso sind di 
Unterschiede zwischen der Lebensdauer sowohl der Männchen als auch 
der Weibchen in beiden Versuchen ganz dieselben, nämlich immer 5 Tag. 
wobei bemerkt werden muß, daß während des größten Teiles des Ver- 
suches in der zweiten Serie, bei welcher wir die kürzere Lebensdauer 
beobachtet haben, mit einer Pferdebohne von unbedingt minderer 
Qualität gearbeitet werden mußte als in der ersten Serie. 


Ebenso sind die Gewichtsverluste, welche ganz plötzlich vor den 
Tode auftreten, einerseits bei den Männchen, andererseits bei den 
Weibchen in den beiden Versuchen gleich. Das Männchen des ersten 
Versuches verliert in den letzten 5 Tagen vor dem Tode 37g, des 
Männchen des zweiten Versuches dagegen 36g. Das Weibchen de: 
ersten Versuches verliert in den letzten 8 Tagen seines Lebens 35g 
das Weibchen des zweiten Versuches dagegen in derselben Zeit 32g. 
Wie in den Versuchen mit Erbsen und Linsen, ist auch in diesem Falle 
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zin Zusammenhang zwischen Geschlecht und Lebensdauer, sowie 
Gewichtssturz und Lebensdauer zu beobachten. 


Diese . Konstanz der Resultate übertrifft noch unsere früheren 
Befunde und zeigt, wie gut und empfindlich der einseitige Fütterungs- 
versuch in vielen Fällen Differenzen. in der biologischen Wertung der 
Nahrungsmittel angeben kann. Die Tiere verhalten sich wie Uhren, 
die, verschieden aufgezogen, verschieden ablaufen. Die Abhängigkeit 
der Lebensdauer ist nicht nur nachweisbar, sondern auch quantitativ 
meBbar. Die grundlegende Wichtigkeit dieser Erscheinungen braucht 
nicht weiter betont zu werden; man hat ja oft genug die quantitative 
Meßbarkeit von physikalischen oder chemischen Daten im biologischen 
Bereiche bezweifelt. Hier aber kann man eine ganz rein biologische 
Größe mit einer Genauigkeit, die sonst nur in den exakten Natur- 
wissenschaften erreicht wird, reproduzieren und messen. Die mit 
Pferdebohnen allein ernährten weißen Ratten leben 15- bis 21mal länger 
als die mit Gartenbohnen einseitig gefütterten. 


Der aus Amerika gebrachte Neuling ist also in seinen biologischen 
Eigenschaften bedeutend minderwertiger als die alte europäische Bohne. 
Unsere früheren Versuche ergaben, daß die mit den ‚„hitzeinaktivierten“ 
Bohnen und Erbsen ernährten weißen Ratten länger leben als die mit 
rohen Bohnen und Erbsen gefütterten Tiere. Nach einstündigem Er- 
hitzen der Bohnen lebte das Männchen 10, das Weibchen 64 Tage. 
Weitere Versuche, in welchen wir die Hitzeinaktivierung bei der 
Gartenbohne verschieden lang ausgeführt haben, ergaben, daß die 
Lebensdauer der mit Bohnen ernährten Tiere diejenige der mit Pferde- 
bohnen ernährten nicht erreicht. Es ist also die Pferdebohne nach 
ihrem biologischen Wert unbedingt höher zu schätzen als die Garten- 
bohne. Die Aufgabe der folgenden Versuche ist es, diese Unterschiede 
näher zu erklären. Aber nicht nur zwischen diesen beiden botanisch 
weitstehenden ‚Bohnenarten‘ ist ein großer Unterschied in dem ein- 
seitigen Fütterungsversuche zu beobachten, sondern auch in der 
Phaseolusgruppe selbst. Merkwürdigerweise scheint die Gartenbohne 
auch hier eine schlechte Qualität zu repräsentieren. Leider standen uns 
nur viel zu geringe Quantitäten zur Verfügung, um andere Phaseolus- 
arten eingehend zu prüfen. So konnte nur gezeigt werden, daß von 
Phaseolus radiatus, einer ganz kleinen, in Japan einheimischen Bohnen- 
art, die weißen Ratten länger leben als von der Gartenbohne, ja sogar, 
daß die blausäurehaltige Rangoonbohne (Phaseolus lunatus), an Ratten 


verfüttert, nicht zu einem so jähen Tode führt wie die rohe Garten- 
bohne?). 


1) Die letzteren Bohnenarten wurden uns von Herrn Prof. Voigt, 
Hamburg, freundlichst zur Verfügung gestellt. 
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Unsere Versuche beweisen also, daß zwischen botanisch oder 
als Nahrungsmittel nahestehenden Leguminosenarten in ihren leben- 
erhaltenden Wirkungen wesentliche Unterschiede bestehen. Es wäre 
besonders interessant, mit entsprechendem Material besonders die 
Phaseolusgruppe zu untersuchen. 

Es soll aber auch noch darauf hingewiesen werden, daß botanische 
Unterschiede nicht immer mit den biologischen parallel gehen, so 
steht die indische Gramserbse unserer Erbse in ihrer biologischen 
Wirkung sehr nahe. Ein eingehenderer Vergleich konnte eben wegen 
Materialmangel nicht durchgeführt werden. 

Was die Unterschiede in der Lebensdauer der Männchen und 
Weibchen betrifft, ist zu erwähnen, daß wir wiederholt eine längere 
Lebensdauer der Weibchen bei einseitiger Leguminosenfütterung 
beobachtet haben. Wir finden auch eine Bestätigung hierfür in der 
Angabe von Kobert!), daß von Lathyrismus, welcher ebenfalls durch ein: 
Leguminose verursacht wird, hauptsächlich das männliche Geschlecht 
befallen wird. 


1) Kobert, Lehrb. d. Intoxikation 1, 589. 





Weitere Untersuchungen über die Phlorrhizinhyperglykämie 
bei diffusen doppelseitigen hämatogenen Nierenerkrankungen. 


Von 
Stefan Hetényi. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der Universität Budapest.) 
(Eingegangen am 2. Mai 1923.) 


In meiner vorigen Mitteilung (1) berichtete ich über 16 Fälle, wo 
sich nach der Phlorrhizineinspritzung der Blutzucker nicht verringerte, 
sondern stieg, im Harn aber in den meisten Fällen überhaupt kein 
Zucker erschien. Zweifellos waren wir die ersten, die den zwischen 
diesen zwei Erscheinungen bestehenden Zusammenhang zu erklären 
trachteten. Das Ergebnis unserer Untersuchungen einerseits mit dem 
Ergebnis der auf der überlebenden Leber ausgeführten Untersuchungen 
vergleichend, andererseits auf Galambos’ und Schills (2) Respirations- 
versuche beziehend, gelangten wir zu folgendem Resultat: Das 
Phlorrhizin verursacht nicht nur Glucosurie, sondern besitzt auch eine 
zuckermobilisierende Wirkung. 

Seither werden auch von Rosenberg (3) zehn Fälle mitgeteilt, in 
welchen auf eine Einspritzung von 0,05g Phlorrhizin der Blutzucker 
gestiegen und in den meisten Fällen die Glucosurie ausgeblieben ist, 
und so bekräftigt er unsere Wahrnehmungen. Jedoch trachtet er, 
das Auftreten der Hyperglykämie auf andere Weise zu erklären. Seiner 
Ansicht nach steht die hyperglykämische Reaktion ätiologisch mit 
der osmotischen Dekompensation im Zusammenhang, welche sich 
mit der Niereninsuffizienz parallel entwickelt. Rosenbergs Erklärung 
dürfte eventuell auf einen Teil seiner eigenen Beobachtungen Gültigkeit 
haben, nämlich auf jene, wo tatsächlich ausgesprochene Nieren- 
insuffizienz besteht, aber in seiner Zusammenstellung lassen sich hyper- 
glykämische Reaktionen auch bei intakter Nierenfunktion vorfinden. 
Noch weniger aber kann diese Erklärung bei unseren Fällen bestehen: 
unter den 16 mitgeteilten Fällen bestand nur bei einem einzigen stärkere 
Hyposthenurie, währenddem der Reststickstoffwert in sechs Fällen 
zwischen 40 bis 55, in den. übrigen aber unter 40 mg-Proz. war. Was 
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aber die Stärke der hyperglykämischen Reaktion betrifft, so zeigt 
sie absolute und prozentuelle höchste Steigerung, ein in der Kon- 
zentrationsfähigkeit nur äußerst wenig abgeschwächter glomerulo- 
nephritischer Fall, wo der Reststickstoffwert 28 mg-Proz. betragen hat. 
In den übrigen Fällen bestand ebenfalls kein Parallelismus zwischen 
dem Grade der Funktionsverminderung und der Hyperglykämie. 
Zur weiteren Klärung dieser Frage haben wir unsere seither au:- 
geführten Untersuchungen zusammengestellt, zwecks Raumersparni: 
teilen wir jedoch nur unsere hyperglykämischen Fälle mit. 
(Betreffend die Methodik der Untersuchungen hielten wir un- 
streng an jene Verhältnisse, die wir in unserer ersten Mitteilung au:- 
führlich angegeben haben.) 
Bei den in diesen 17 Fällen efi 20 Untersuchungen hat 
die Differenz in sechs Fällen unter 0,01, in zehn Fällen zwischen 0.01 
und 0,02, in drei Fällen über 0,02 und in einem Falle 0,038 betragen. 
Die höchsten Reststickstoffwerte in diesen Fällen waren: 


Fall 2........ Reststickstoff: 178 mg-Proz., die Differenz: 0,021 
SEE REN n T E . S 0,015 
e SEENEN a 97 = S a 0,015 
o aper e 5 82 e e A 0,014 
, l6&a,. i 67 5 S i 0,035 
, (ob, v 78 j ; i 0,016 


Wie wir hieraus ersehen, können wir um so weniger von einen 
parallelen Fortschritt dieser Werte reden, da selbst bei ein und dem. 
selben Falle (Nr. 16) auf die Steigung des Reststickstoffwertes die 
Steigung der hyperglykämischen Reaktion nicht erfolgt. Dies wird 
noch augenscheinlicher, wenn wir Fall 2, 4 und 6 vergleichen, wo dir 
Differenz 0,021, 0,020 und 0,022 ist, währenddem der Reststickstoff- 
wert 178, 20 und 18 mg-Proz. beträgt, also der erste nahezu zehnmal 
so groß ist als die beiden letzteren, währenddem der Blutzucker fast 
in gleichem Maße gestiegen ist. 

Wir hatten Gelegenheit, an einem interessanten Beispiel zu beob- 
achten, wie die hyperglykämische Reaktion entsprechend der Ver- 
änderung des Zustandes der Niere umschlagen kann: 

L. G., 47 Jahre alt, leidet an akuter diffuser Glomerulonephritis. Am 
25. Tage vom Anfang seiner Erkrankung gerechnet, ist der Blutzucker bei 
130 bis 240 cm H,O-Blutdruck und 28mg-Proz. Reststickstoff 90 Min. nach 
Einspritzung von 0,02 g Phlorizin von 0,116 auf 0,123 gestiegen, der Harn aber 
enthielt nur Spuren von Zucker. Die Einspritzung, wáhrend des Tages 
noch zweimal wiederholend, hat auch der Urin von 24 Stunden nur minimal 
reduziert. Der Zustand des Kranken hat sich bei Anwendung der üblichen 
Therapie (trockene Diät, Wasserstoß, Bettruhe) ausgesprochen gebessert, be- 
sonders war die Zunahme der Konzentrationsfähigkeit der Niere zu kon- 
statieren und ist auch der Blutdruck auf das Normale herabgesunken. 
Bei Wiederholung des Versuchs ist zufolge der ersten Einspritzung der 
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Blutzucker von 0,107 Niichternwert in 90 Min. auf 0,100 herabgegangen und 
hat den Harn ausgesprochen reduziert. Im Verlaufe des Tages haben wir 
noch zweimal 0,02g Phlorrhizin gegeben, und bei einem gleichen Quantun 
Urin, wie das des ersten Versuchs, sonderte der Kranke jetzt insgesamt 
4,0 g Glucose aus. In diesem Falle also wurde im Zusammenhange mit der 
Besserung des Zustandes der Nieren bei zunehmender Glucosurie die erste 
hyperglykämische Phlorrhizinreaktion durch eine normale Reaktion ak, 
gelöst. 

Auf Grund zahlreicher Untersuchungen, welche wir demnäch:: 
an anderer Stelle veröffentlichen werden, ist es uns gelungen, die Stärk: 
der Phlorrhizinglucosurie bzw. deren Ausbleiben mittels innerhalt 
der einzelnen Gruppen von doppelseitigen, hämatogenen Nieren- 
krankheiten, besonders aber in nämlichen Fällen zu verschiedenen 
Gelegenheiten ausgeführten Untersuchungen, mit der Funktions- 
fähigkeit der Nieren in Zusammenhang zu bringen. Es hat sich aber 
herausgestellt, daß, wenn auch die Phlorrhizinglykosurie bereits aus- 
geblieben ist, die Funktionsfähigkeit nicht eine derartige Abschwächung 
zu erleiden braucht, daß sich eine wahre Insuffizienz mit Reststickstoff- 
erhöhung einstelle. Es scheint, daß nicht bloß quantitative, sondern 
auch qualitative Veränderungen in Betracht kommen können, welch: 
die Phlorrhizinglykosurie bereits beeinflussen. 

Falls keine Glucosurie zustande kommt, scheint es vom Stand- 
punkte der hyperglykämischen Reaktion keinen Unterschied aus- 
zumachen, ob die Niere in ihrer Funktionsfähigkeit nicht abgeschwächt 
oder in stärkerem Grade hyposthenurisch war. So ist der Blutzucker 
im Falle 8 bei ausgezeichnet beibehaltener Konzentrationsfähigkeit 
mit 0,013, im Falle 4, bei der zweiten Untersuchung, wo die Nieren 
zwischen den Grenzwerten 1000 bis 1030 spezifischen Gewichts funk- 
tionieren konnten, mit 0,020, demgegenüber in den fast isosthenurischen 
Fällen 2, 3, 9 und 13 mit 0,021, 0,016, 0,015, 0,014 über den Nüchtern- 
wert gestiegen. Wie ersichtlich, ist nicht die sich auf die physiologischen 
Erfordernisse der Nieren beziehende Funktionsfähigkeit, sondern aus- 
schließlich die Inanspruchnehmbarkeit betreffend die Phlorrhizin- 
glucosurie ausschlaggebend. 

Andererseits können wir aber auch neben Glucosurie Hyper- 
glykämie beobachten (Fall 6 und 7). Wie wir bereits in unserer vorigen 
Mitteilung auseinandergesetzt haben, ist dies nur dadurch zu erklären. 
daß eine zweite, die zuckermobilisierende Wirkung des Phlorrhizin: 
in den Vordergrund tritt. Unsere neueren Untersuchungen haben 
uns in dieser Annahme nur bekräftigt, und auf Grund unseres tat- 
sächlich erheblich reicheren Materials sind wir nicht in der Lage, Rosen- 
bergs osmotische Dekompensationserklärung zu konzedieren. 

Seit unserer ersten Mitteilung haben wir auch einen Fall beobachtet. 
wo trotz Ausbleibens der Glucosurie der Blutzucker nicht gestiegen. 
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mdern herabgegangen ist, obwohl der Reststickstoffwert über 
JO mg-Proz. betragen hat. 
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R. S3., 40 Jahre alt, Glomerulonephr. diff. chronica: 
















| Blutzucker Glucose im Urin 
Datum | Sa Sach RN Blutdruck 
| ach b 0,02 
nüchtern Phlorrhizin Phlorrhizia | 3 Phio — 
3. V. 1922... a 0,103 112 
14. V. . E = O, 114 110 


Hier also ist trotz der RA der da bei beiden 
Gelegenheiten herabgegangen. Fälle, welche eine solche, als Aus- 
nahme erscheinende Reaktion ergeben, erheischen eine weitere Unter- 
suchung über den Umsatz der Kohlehydrate. Vorläufig möchten wir 
nur als eine Vermutung aussprechen, daß hier bei Anwendung von 
Phlorrhizin die Zuckermobilisation aus irgend einem Grunde ge- 
litten hat. 


Literatur. 


1) Hetenyi, diese Zeitschr. 129, 1922. — 2) Galambos und Schill, Arch. 
f. exper. Path. 16, 1914. — 3) Rosenberg, Klin. Wochenschr. 1923, 8. Heft. 


Über die Wirkung einseitiger Ernährung bei Avitaminose und 
das Verhalten der Körpertemperatur bei dieser Krankheit. 


Von 
K. Asada (Japan). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Institut 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 2. Mai 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Durch zahlreiche Untersuchungen Abderhaldens und seiner Schüler 
ist die Bearbeitung des Problems der Ernährung mit chemisch reinen 
Nahrungsstoffen in Fluß gebracht worden. Hierzu gehören in weiteren 
Sinne auch die in der Literatur vorliegenden Beobachtungen, nach denen 
eine einseitige oder forcierte Ernährung mit Kohlehydrat bei Vitaminfrei- 
heit der Nahrung eine Beschleunigung des Verlaufs der avitaminösen Er- 
krankung, unter anderem auch eine solche des Ausbruchs der nervösen 
Störungen hervorruft [Funk (1), Mac Carrison (2), Simpson und Barr (3: 
Wellmann, Bass und Eustis (4), Collazo (5)]. Insbesondere wird durch 
eine solche einseitige und forcierte vitaminfreie Ernährung mit Kohle- 
hydrat die Lebensdauer der Tiere verkürzt. Tscherkes (6) fand dann 
bei Tauben, daß auch eine avitaminöse Ernährung mit größeren Eiweiß- 
mengen denselben Effekt hat, während eine reine, avitaminöse Fett- 
nahrung von diesen Tieren am besten vertragen wird. Zusatz von 
Eiweiß oder Kohlehydrat zum Fett wirkt auf den Ausbruch der 
Krankheit begünstigend. Funk und Dubin (7) untersuchten umgekehrt 
den Vitaminbedarf bei verschiedener Nahrungszusammensetzung. An 
diese Erfahrungen knüpft meine vorliegende Untersuchung an. Di 
Frage, welche meine Experimente beantworten sollen, lautet: „Wird 
bei vitaminfreier Kost, die ein gewisses, für die Lebenserhaltung erforder- 
liches Eiweißminimum enthält, bei Deckung des übrigen Kalorienbedarjs 
entweder durch Kohlehydrat oder durch Fett oder durch Eiweiß die Lebens- 
dauer der Tiere deeinflußt 7" | 

Wenn in diesen Fällen die Lebensdauer der Tiere verkürzt wird 
im Vergleich zu derjenigen von Kontrolltieren, die Eiweiß, Fett und 
Kohlehydrate erhalten, und wenn bei entsprechender, aber vitamin- 
haltiger Ernährung die Tiere noch länger leben, dann kann daraus 
der Schluß gezogen werden, daß der vitaminfrei ernährte Körper be- 
sonders empfindlich ist gegenüber jeglicher Art einseitiger Ernährung. 
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Weiterhin darf man dann wohl folgern, daß die Ausnutzungsfähigkeit 
les avitaminösen Körpers jedem einzelnen Nahrungsbestandteil gegen- 
iber eine beschränkte ist, d. h. es hat.z. B. die Ausnutzung für Kohle- 
aydrat eine bestimmte Grenze, die nicht überschritten werden kann, 
auch wenn das Angebot an diesen Stoff noch so groß ist. Es können 
sich also bei der Avitaminose z. B. Kohlehydrat und Fett in der Er- 
nährung nicht in dem Umfange vertreten, wie das beim vitaminhaltig 
ernährten Körper der Fall ist, bei dem z. B. Kohlehydrat in der Nahrung 
durch Fett weitgehend ersetzt zu werden vermag. Dabei soll die 
Frage hier unerörtert bleiben, wie weit bei dieser einseitigen Ernährung 
durch einen aberrativen Charakter des intermediären Stoffwechsels 
toxische Produkte gebildet werden, die beschleunigend auf den Verlauf 
der Avitaminose einwirken können (Tscherkes, Collazo u. al. 

Meine Versuche hatte ich folgendermaßen angestellt. Ich hatte drei 
Gruppen von Ratten. Die erste Gruppe umfaßte die vitaminhaltig er- 
nährten Tiere. Die zweite Gruppe umfaßte Tiere, die zunächst mit ge- 
mischter Nahrung (Eiweiß, Fett und Kohlehydrat) einige Wochen vitamin- 
frei ernährt worden waren und dann unter Beibehaltung des Eiweiß- 
minimums der einseitigen Ernährung unterworfen wurden. Die dritte 


Gruppe bestand aus Tieren, die von vornherein neben dem Eiweißminimum 
die einseitige Ernährung erhielten. 

Jede dieser Gruppe zerfiel in Unterabteilungen. Die erste Unter- 
abteilung bekam Eiweiß [Casein und Weizeneiweiß!)] ad libitum; die zweite 
Unterabteilung zerfiel wieder in zwei Teile, von denen der erste Teil das 
Eiweißminimum (Casein und Weizeneiweiß) nebst Rohrzucker ad libitum, 
der zweite Teil das Eiweißminimum (Casein und Weizeneiweiß) nebst 
Weizenstärke ad libitum erhielt; die dritte Unterabteilung wurde mit dem 
Eiweißminimum (Casein und Weizeneiweiß) und reinem Speck ad libitum 
gefüttert; die vierte Unterabteilung eidlich bekam das Eiweißminimum 
und außerdem Eiweiß, Rohrzucker, Weizenstärke und Speck im bestimmten 
Verhältnis untereinander ad libitum zu fressen. 

Alle Tiere erhielten mit der Nahrung Osbornesches Salzgemisch, ferner 
eine kleine Menge feingehackter Mohrrüben, die als Vitaminträger fungierten. 
Bei den vitaminfrei ernährten Gruppen waren diese Mohrrüben vorher, 
wie auch alle übrige Nahrung, im Autoklaven bei 130 bis 155°C 3 bis 
4 Stunden lang erhitzt worden, um die Vitamine zu zerstören?). 


Folgendes waren die Ergebnisse meiner Versuche: 

1. Von den vitaminhaltig ernährten Tieren starben die Eiweiß- 
tiere sämtlich in der dritten oder vierten Woche; die Stärketiere starben 
in der achten bis neunten Woche; die Zucker- und Fettiere lebten 
mit den mit gemischter Kost ernährten Tieren noch am Ende der 
zehnten Woche und befanden sich bei guter Gesundheit. Sie wurden 
dann zum Zwecke chemischer Untersuchungen getötet. Die Eiweiß- 


1) Das Weizeneiweiß war von der chemischen Fabrik Dr. Klopfer, 
Dresden-Leubnitz, bezogen worden. 

2) Bei dieser Prozedur gebräunte Nahrungsteile wurden nicht zur 
Fütterung verwandt. 
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tiere nahmen rapid an Gewicht ab; die Stárketiere nahmen nach vor. 
übergehender Gewichtszunahme an Gewicht ab; die Zucker- und 
Fettiere nahmen teils an Gewicht konstant zu oder zeigten nach vor. 
übergehender Gewichtszunahme wieder eine Abnahme, ohne daß das 
Anfangsgewicht überhaupt oder stark unterboten worden wäre; die 
Tiere mit gemischter Kost nahmen ausnahmslos an Gewicht konstant 
zu. Daraus erhellt, daß die Tiere genügend Vitamine mit der Nahrung 
erhalten hatten, und daß die Gewichtsabfälle bei den einseitig ernährte 

Tieren dieser Gruppe nicht auf Vitaminmangel bezogen werden können 


Vitarminhaltig Avıtamınös Avıtarınös 
(W. Versuch) (T. Versuch) 
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Abb.1. Die Kurven der II. und IV. Versuche können hin» 

sichtlich der absoluten Werte nicht untereinander verglichen 

werden; es sind nur die absoluten Werte innerhalb einer 
Versuchsgruppe unter sich vergleichbar. 


Es ergibt sich also aus alledem, daß bei genügender Vitaminzufuhr 
Ratten eine einseitige Eiweißnahrung sehr schlecht vertragen wnd 
dabei nach wenigen Wochen sterben. Ob dabei die von manchen 
Autoren behauptete Nierenschädigung eine Rolle spielt, kann ic 
nicht entscheiden. Eine einseitige Ernährung mit Stärke wird zwar 
unvergleichlich viel besser vertragen, die Tiere leben sehr viel länge 
als die Eiweißtiere, aber auf die Dauer genügt diese Nahrung für die 
Ratten doch nicht. Die einseitige Rohrzucker- oder Fettnahrun 
ertragen die Ratten schon sehr viel besser, am günstigsten ist die ge 
mischte Nahrung. 

2. Die vitaminfrei ernährten Ratten zeigten folgendes Verhalten: És 
ist im Prinzip gleichgültig, ob man diese Tiere sofort der einseitig 
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Nahrung unterwirft, oder ob man sie erst 4 Wochen mit gemischter 
Kost vitaminfrei füttert und dann die einseitige Ernährung folgen 
äßt. Im ersten Falle lebten die nur mit Eiweiß gefütterten Tiere 
etwa 21, Wochen, im letzten Falle etwas über 1 Woche, die Stärke- 
tiere etwa 4 bis 5 bzw. 2 bis 3 Wochen, die Zuckertiere etwa 5 bis 6 
bzw. 4 bis 5 Wochen, die Fettiere 3 bis 4 bzw. 1 bis 2 Wochen. Die 
mit gemischter vitaminfreier Kost ernährten Tiere lebten etwa 8 Wochen. 
Den rapidesten Körpergewichtssturz zeigten die Eiweißtiere, dann 
folgten die Fettiere, dann die Stärke- und Zuckertiere, während die 
mit gemischter Kost ernährten Ratten eine allmähliche Gewichts- 
abnahme erkennen ließen. Man ersieht aus alledem, daß bei Vitamin- 
mangel eine reine Eiweißnahrung nur sehr kurze Zeit mit dem Fort- 
bestand des Lebens verträglich ist, dann folgt die einseitige Fett- 
nahrung, dann die einseitige Stärkenahrung und an letzter Stelle die 
einseitige Rohrzuckernahrung. 

3. Vergleicht man nun die unter 1. und 2. rubrizierten Versuchs- 
ergebnisse, so findet man, daß der vitaminfreie Organismus sich einer 
einseitigen Ernährung gegenüber in manchen Punkten ebenso verhält 
wie der vitaminhaltige Körper, nämlich daß in beiden Fällen mit 
reinem Eiweiß (Casein und Weizeneiweiß) die Lebensdauer nur kurze 
Zeit währt, und daß auch eine einseitige Stärkenahrung bei einem 
Eiweißminimum die Lebensdauer in beiden Fällen begrenzt. Aber es 
besteht doch der Untersehied, daß der vitaminhaltige Organismus in 
jedem dieser beiden Fälle beträchtlich länger lebt als der vitaminfreie 
Körper. Bei der Gabe eines Eiweißminimums aber und einseitiger 
Ernährung mit Rohrzucker oder Fett kommt der vitaminhaltige Körper, 
soweit meine Versuche es zeigen, relativ gut aus; der vitaminfreie 
Körper aber erliegt auch hierbei frühzeitig dem Tode, frühzeitiger, 
als er es bei gemischter Nahrung täte. 

Es muß also der Vitaminmangel wohl in dem Sinne wirken, daß 
die Ausnutzung jedes einzelnen Nährstoffes eine starke Einengung erfährt, 
daß die Assimilationsfähigkeit der Zellen für Fett, Kohlehydrat, ja für 
einzelne Kohlehydrate (Stärke, Rohrzucker), für Eiweiß, also für jede 
Nahrungskomponente herabgesetzt ist, und daß das Kalorienbedürfnis 
des Körpers darum um so schlechter gedeckt werden kann, je einseitiger 
die Ernährung ist. Das lehrt ein Vergleich der Gewichtstabellen in 
ganz besonders eindringlicher Weise. 

Somit fährt der Körper des avitaminösen Tieres am besten bei ge- 
mischter Nahrung ; darum zeigen diese avitaminösen Tiere auch die längste 
Lebensdauer. Der avitaminóse Körper ist also einer einseitigen Ernährung 
gegenüber ganz wesentlich hilfloser als der vitaminhaltige Organismus. 

Diese isolierte Einengung der Ausnutzungsfähigkeit der Körper- 
zellen jeder einzelnen organischen Nahrungskomponente gegenüber, und 
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die erhebliche Störung in der Vertretbarkeit dieser einzelnen Komponenten 
untereinander für die Deckung des Kalorienbedarfs ist eine Eigentúm- . 
lichkeit des avitaminösen Zustandes. DaB die Tauben die einseitige 
Fettnahrung, wie Tscherkes fand, besser vertragen, als die Ratten in 
- meinen Versuchen, beruht wohl auf Verschiedenheiten in dem Gasamı- 
stoffwechsel dieser beiden Tierarten. Oder war das von T'scherkes ver. 
wandte Sonnenblumenöl nicht ganz vitaminfrei? Die Ratten von Funi 
und Dubin vertrugen jedenfalls Fett ohne Vitaminzulage auch schlecht. 

Daß sich diese verminderte Auswertung der einzelnen Nahrung:- 
komponenten auch in dem Verhalten der Körpertemperatur zeigen 
wird, ist überaus wahrscheinlich!). 

Versuchsprotokolle. 

Die Fütterung der Tiere wurde derart vorgenommen, daß jede Tier- 
gruppe am Vormittag das Eiweißminimum + Salzgemisch + Mohrrúben 
+ destilliertes Wasser erhielt. Nachdem dieses Futter aufgefressen war. 
bekam jede Gruppe die Futterzulage, die sie nach Belieben fressen konnte. 
nämlich destilliertes Wasser, Eiweiß oder Speck oder Weizenstärke oder 
Rohrzucker, oder alle diese Nahrungsbestandteile in bestimmtem Verhältn:: 
gemischt. Die Abendmahlzeit war immer so reichlich bemessen, daß am 
folgenden Morgen noch Futter im Napfe war. Diese Futterreste wurden 


dann entfernt und wieder die Morgenmahlzeit gegeben. 
Auf ein Tier berechnet, bestand die Morgenmahlzeit aus: 


Weizeneiweß . . . 2 2220000. 0,5 g | Eiweiß- 
Casein . . . . . ERE .. . . 0,5g] minimum 
Salzgemisch . . . . 2... ©... 0,3g 
Mohrrüben frisch. . . . ©... o 3,0g 

oder Mohrrüben getrocknet TE EE 0,4g 


3 g frischer Mohrrüben entsprechen 0,4 g getrockneter und dann im 
Autoklaven erhitzter Mohrrüben. Der Wassergehalt der Mohrrüben be- 


trägt 86,7 %. 
Das Salzgemisch hatte folgende Zusammensetzung ?); 
CSP Oei ae a aa EE a 10,0 g 
EE ei ay a us 37,0 g 
NaCl o e 0.6: = % EE . 20,0 g 
Natriumzitrat . . . 2 . . . .. , .. 1508 
Meg-Zitrat bs a a e a 8,0 g 
Calciumzitrat . . . ........ -. 8,0g 
Fisenzitrat . . . . 2 2.0. ... 208 


Die gemischte Nahrung, die bestimmts Gruppen als Abendmahizeit 
erhielten, hatte folgende Zusammensetzung: 


Weizeneiweiß . . . 2 2 2 2 2 2 00. 1,1 Teil 
Casein: a s ac Aa 2 a e 
Speck (oder Bebe, Sr wéi TEE 
Weizenstärke . . . 2. 2 2 2 22020... 237 „ 
Rohrzucker . . . . » 2 1... ... 18 „ 
destilliertes Wasser . . . a a Ab e 


1) Siehe den Anhang zu dieser Arbeit. 
2) Thomas B. Osbornes Salzgemisch für junge Ratten (Abderhaldens 
phys. Chem. 2, 16). 
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I. Versuch?). 
1. Gruppe (Eiweißgruppe). 









































tter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 1,1 | 
tarnninfrei) 2. Casein ( j$ ) 1,1 (pro Ratte) 
3. Salzgemisch. . . . . . 0,3 | Morgenmahizeit 
4. Aqua destillata . . . . Q.S. 
A EE Autoklav) | sue STEEN 
7. Aqua destillate . -. q.s.] Abendmahlzeit 
I. Nummer des Tieres o 
sama | awa | wan | Con | 5 Wes 
Davam | 1. Schwarz | 2. Weiß Kopf blau Rücken blau binten blau 
E Kórpergewicht in g 
A A dl | 
IIX. ooa | Sg 80 68 80 ' 6l 
J.IX.....1 8 51 + 79 | 50 
IR. 25 | 50 42 — 60 | t 
2. X. . t t — 50 — 
4 X. . — — — t | — 
»bensdauer | 23 Tage | 23 Tage | 11 Tage | 24 Tage | 11 Tage 
Mittelwert 18 Tage. 
2. Gruppe (Kohlehydratgruppe). 
Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 ` 
(vitaminfrei) 2. Casein ( e ) 05 (pro Ratte) 
3. Salzgemisch . . . . . . 0,3 [| Morgenmahlzeit 
4. Aqua destillata . . . . Q.S. 
5. Rohrzucker . . . . . 1,8 Teile nach Belieben 
6. Weizenstárke . . . . . 2,7 „ Abendmahlzeit 
7. Aqua destillata . . . . Q.S. 
| © Nummer des Tieres 
3. Weiß, 4. Weiß, 5. Weiß, 
Datum E 1. Schwarz | 2. Weiß | Kopf blau Rücken blau | hinten blu 
A Körpergewicht in g 
10. IX. . (` 45 665 | 0 74 59 
20. IX. . | 53 46 5 60 60 
24. IX. . | 50 50 | 55 62 68 
2.X. i 45 5 | 47 55 61 
WER: nl 8 e 42 41 40 48 | 54 
KIN a: See u 40 | 34 33 41 50 
19X. .. . .| t t — t — 
20. X. .... | — | — t — E 
21. X. : — — — — 
SE EEN . 1 40 Tage | 40 Tage | 41 Tage , 41 Tage | 43 a 


Mittelwert 41 Tage. 


1) Gruppe 1 bis 4 mit avitaminöser Fütterung, Gruppe 5 bis 6 mit 
vitaminhaltigem Futter. 
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3. Gruppe (Fettgruppe). | 

Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 i 

(vitaminfrei) 2. Casein ( A ) 0,5 (pro Ratte) 

3. Salzgemisch . . .. . 0,3 | Morgenportion 
4. Aqua destillata Q. S. 
5. Schweineschmalz g \ nach Belieben 
6. Aqua destillata , Q.S. Abendportion 
Nummer des Tieres 
2 l 3. Weiß, 4. Weiß, 5. Wat 
SEH 1. Schwarz | 2 Weiß | Kopf blau | Rúcken blau | hinten de 
Körpergewicht in ı in g ` 

10. IX. 75 10 

20. IX. 88 | 

24. IX. — 90 

2. X. — 55 | 
10. X. — + | 
17. X. — — | 
21.X. = = | 
Lebensdauer. 42 Tage | 31 Tage | 11 Tage | 31 Tage | 

Mittelwert 28 Tage. 
4. Gruppe (gemischte Gruppe). 
(Eiweiß, Kohlehydrat, Fett.) 
Futter: l]. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 
(vitaminfrei) 2. Casein ( = ) 05 (pro Ratte) 
3. Salzgemisch ..... 0,3 | Morgenportion 
4. Aqua destillata . . . DS 
5. Rohrzueker . . . .. . 1,8 Teile 
6. Weizenstärke . . . . . 2,7 ,, nach Belieben 
7. Schweineschmalz .. . . 3,0 ,, Abendportion 
8. Anue destillata . . . . Q.S. 

o | © Nummer des Tieres 
VE SE 
| | . We, 

Datum i 1. Schwarz | 2. WeiB K eng | Ben Sch bles 

O i | as _ Körpergewicht in g 

10. IX. 48 60 l mm. AM 

20. IX. 43 56 | 6. 8 

24. IX. | A0 54 | 6 Au 

2. X. 42 53 | 58 ! 42 
10. X. 35 50 50 | 40 
17. X. 42 a tr A 
21.X. 40 47 — | AN 
28. X. | 41 50 | "E 

1. XI. t t _ l _ 

7. XI. ii Sc = | — ) — 
14. XI. | = d "E E 
20. XI.. .. , — t | = | == - 
Lebensdauer. . || 52 Tage | 71 Tage | 52 Tage | 38 Tage ` 49 Tage 


Mittelwert 52 Tage. 
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5. Gruppe (Funks normale Fütterung). 
Futter: 1. Weizeneiweiß . 1,1 
2. Casein . 1,1 
3. Rohrzucker 1,0 
4. Stärke 2,7 
5. Butter 10,0 
6. Speck 2,0 
7. Agar. . 0,3 
8. Salzgemisch 0,3 
9. Hefeauszug . 0,6 
| u Nummer des Tieres o 
e 3. Weiß, 3. Weiß, 5. Weiß, 
Daun | 1. Schwarz | 2. Weiß Kopf blau Rücken blau binten blau 
8 | l R Körpergewicht in g 
10. IX. . | so | 
20. IX. . |! 80 
24. IX. . | 75 
2. X. | 77 
10. X. on | 
17. X. | 98 
21.X. | 105 
28. X. 107 
1. XI. 110 
7. XI. 100 
14. XI. . 110 
20. XI. 100 
6. Gruppe (normale Fütterung). 
Futter: 1. Küchenabfälle nach Belieben 
2. Reiskleie . 3,0 
3. Butter `, ...... 5,0 
4. Mohrrüben (frisch) . 3,0 
| Nummer des Tieres o 
| ER 2. Weiß, | 3. Weiß, | 4. Weiß, | 5. Schwarz». 
an | l Schwarz | Bauch blau | Rücken blau | hinten blau blau ` 
Körpergewicht in g 
10. IX. . 61 | 
20. IX. . 80 
24. IX. . 80, 
2. X. 100 
10. X. 110 
17. X. | 100 
21. X. i 110 : 
28.X. . mo | 
1. XI. . 112 | | 
TAL- . 108 119 95 13 110 
14. XI. . u0 "ua | 68 70 112 
20. XI. . 100 10 © 65 | 7 120 
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II. Versuch (avitaminös). 
l. Gruppe (Eiweißgruppe). 






Kopf rot binten mt 


Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 1,1 
2. Casein (. sa ) 1,1 
3. Salzgemisch . . . . . . . . 0,3 > déen E 
4. getr. Mohrrüben (Autoklav) 0,4 S 
5. Aqua destillata . . . . . . Q. S. 
6. Weizeneiweiß (Autoklav) : 
7. Casein (ono) E meo 
8. Aqua destillata . . . . . . Q. S. 
Nummer des Tieres 
Din 2 Weiß 3. Weiß, | 4. Weiß, | 5. Wai 








Rücken rot i 









ł 
Lebensdauer. . 15 Tap A 
Mittelwert 19 Tage. 
2. Gruppe (Zuckergruppe). 
Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 
2. Casein ( js ) 0,5 
3. Salzgemisch . . 2 2 ..-. 0,3 \ wll enge? 
4. gett. Mohrrüben (Autoklav) 0,4 en 
5. Aqua destillata . . . . . . Q. S. 
6. Rohrzucker . . . . x... nach Belieben l 
7. Aqua destilata . . . . . . Q. S. Abendmahlzat 











Nummer des Tieres 


3. Weiß, | 4, Weiß, 5, Wa 







2. Weiß Kopf rot Rücken rot hinten rot 





Körpergewicht in g 





50 | 58 
41 44 
44 | 4 
40 | A 
38 | 38 
39 38 
35 
t | 34 
— | tł 
31 Tage 38 Tage 


Mittelwert 36 Tage. 
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3. Gruppe (Stärkegruppe). 




















Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 
2. Casein ( ».) 05 
3. Salzgemisch . . 2 2 2... . 0,3 e a. 
4. Aqua destillata . . . . . . Q. S. EE 
5. getr. Mohrrüben (Autoklav) 0,4 
6. Weizenstárke . . . . . . je nach Belieben 
7. Aqua destillata . . . . . . Q. S. Abendmahlzeit 
| "Nummer des Tieres nn 
| 1. Schwarze | 3. Weiß, | 4. Weiß, | 5. Weiß, 
un wi | 2 Wei | Kopf rot | Rücken rot | hinten zot 








Körpergewicht in g 


Mittelwert 33 Tage. 


4. Gruppe (Fettgruppe). 



































Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 
2. Casein ( 99 ) 0,5 
3. Salzgemisch . . . . .... 0,3 e eel it 
4. getr. Mohrrüben (Autoklav) 0,4 E EES 
5. Aqua destilata . . . . . . Q. S. 
6. Speck (Autoklav) \ nach Belieben 
7. Aqua destilata . . . . . . Q. 8. Abendmahlzeit 
Nummer des Tieres 
1. Schwarz. 3. Weiß, | A Weiß, | 5. Weiß, 
Datum weit 2. Weiß Kopf Tor Rücken rot | binten rot 
| Körpergewicht in g u 
MXL.... | 83 50 55 52 55 
20. XI... | 49 40 35 35 42 
00, e 23; 55 46 32 30 44 
30. XI.. ... | 50 45 t tł 38 
4. XIL.. .. 38 30 — — 30 
En... = = 2 = t 
CS a A 30 28 — — — 
10. XIIL... .. t t — — — 
Lebensdauer. . || 27 Tage | 27 Tage | 17 Tage | 17 Tage | 24 Tage 


Mittelwert 22 Tage. 
16* 


5. Gruppe (gemischte Gruppe). (Eiweiß, Stärke, Zucker und Fettgrupge. 




















Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 | 
2. Casein ( j ) 0,5 
; Ratte) | 
3. Salzgemisch . . . . . . . - 0,3 | e | 
4. getr. Mohrrüben (Autoklav) 0,4 Morgenmahlzeit 
5. Aqua destillata . . . . . . Q. S. 
6. Speck (Autoklav) 3,0 Teile 
7. Weizeneiweiß ( = ) LI, 
8. Casein ( „ ) 1,1 ,> : 
9. Weizenstárke . . . ... . DT. 55 nach Beliche 
10. Rohrzucker . . . . 2... 1,8 ,, Abendmahizes 
11. Aqua destillata . . . . . . Q. S. 
Kerg El Nummer des Tieres 
x . o 3. Weiß, 4. Weiß, A We 
Datum S Er i 2. Weiß Kopf er Rücken rot | hinten Don 
EL Körpergewicht in g ER 
14. XI. . | o 5l 
20. XI. . | 60 42 
27. XI. . 64 53 
30. XI. . 60 50 
4. XII.. 52 44 | 
9. XII.. 50 40 
14. XII.. 50 38 
20. XII.. 48 35 8 
25. XII.. 40 30 
30. XII.. 40 1 | 
kile Ae 5% — — 
HG Ee 2 e 38 = 
14.1... ... 35 = 
¡O AA | t Ä 


Lebensdauer. . |; 64 Tage | 58 Tage 


Mittelwert 57 Tage. 
III. Versuch (vitaminhaltig). 








Futter: 1. Weizeneiweiß . . . . . . . 1,1 
2. Casein . 2 wi os 1,1 (pro Ratte) 
3. Salzgemisch . . . ..... 0,3 [ Morgenmablzeit | 
4. frische Mohrrüben . . . . . 3,0 
5. Weizeneiweiß . . . . . . . f 
6. Casein . . 2 2 2 2 220. | een ` 
7. Aqua destillata . . . . . . Q. S.. S 
DZ , NN Nummer des Tieres 
l 1. Schwarz» | 3. Weiß, 4. Wei 5, Wei, 
Soe N o weiß 2. Weiß Kopf et Rücken et | binten rot 
EE y EN ` o _ Körpergewicht in g a 
14. XI. . | a 44 1 | e wo | 
20. XT. . | 40 35 25 38 29 
27. XI. . | 35 42 30 45 35 | 
30. XI. . ' 32 39 29 50 37 
4. XII.. 30 35 t 45 35 
9. XIL.. ot 35 Z 50 t l 
12. XII.. = ł = 40 - 
17. XII z + Ll 


Lebensdauer. . 
Mittelwert 27 Tage. 


1. Gruppe (Eiweißgruppe). 





26 Tage | 29 Tage | 21 Tage 





| 


34 Tage | 26 Tse 
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2. Gruppe (Zuckergruppe). 


























































Futter: 1. Weizeneiweiß . . . . . . . 0,5 
2. Casein . 2 2 2 2 2 2 2 0. 0,5 (pro Ratte) 
3. Salzgemisch . . . . . . . . 0,3 | Morgenmahlzeit 
4. frische Mohrrüben . . . . . 3,0 
5. Rohrzucker . . . . . a nach Belieben 
6. Aqua destillata . . . . . . Q.S. Abendmahlzeit 
2 nn "Nummer. des Tieres nn 
1. Schwarz. 3. Weiß, | A Weiß, | 5. Weiß, 
Pen weiß 2. Weiß Kopf Tot Rücken rot binten rot 
O ASE Y — — 
ART o | 5 53 40 0: 46 45 
IO. XI .... 41 41 50 | 54 38 
7. St... 46 43 51 50 | A0 
30. XI. . 50 40 65 | 52 40 
4. XI. | 52 41 76 ` 53 38 
9. XII.. | 53 | 42 000055 42 
14. XII ap 48 65 50 45 
20. XII | 57 52 68 53 47 
25. Hm, 50 | 6e a 50 
30. XII... .. — — | — — — 
ot. | 50 ° 48 60 | 50 48 
E de ees lo 48 j 45 | 58 |! A 45 
17. 1 | 47 | 43 | 58 | 45 42 
3. Gruppe (Stärkegruppe). 
Futter: 1. Weizeneiweiß . . . .... 0,5 
2. Casein . . 2 2 2 20000 0,5 (pro Ratte) 
3. Salzgemisch . . . . . . . . 0,3 [ Morgenmahlzeit 
4. frische Mohrrüben . . . . . 3,0 
5. Weizenstárke . . . . . +. . nach Belieben 
6. Aqua destillata . . . WB Abendmahlzeit 
Nummer des Tieres o o 
3. WeiB, 4. Weiß, 5. Weiß, 
Patua Kopf p l Rücken rot | hinten rot 
_ Körpergewicht ing ` u 
ML... 40 | 47 | A 
20. XI.. ... 35 | 42 | 68 
27. XI. . 44 53 | 76 
4. XII.. 45 58 | 85 
9. XII.. 47 60 80 
14. XII.. 45 57 70 
20. XII.. 43 52 68 
25. XII.. 35 50 60 
30. XII.. t 45 58 
ZE: — 43 50 
13. I.. — 35 45 
14.1 — + t 





2 H | geg 
Lebensdauer. . | 62 Tage | 55 Tage | 47 Tage | 63 Tage | 63 Tage 
Mittelwert 58 Tage. 


mm PT vr mme 
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4. Gruppe (Fettgruppe). 












































Futter: 1. Weizeneiweiß . . . . . . . 0,5 
2. Casein . . 2 2 2 2 .. .. 0,5 (pro Ratte) 
3. Salzgemisch . . . . 0,3 | Morgenmahlzeit 
4. frische Mohrrüben 3,0 
Di Speck; s 2 a 2 Sn mei N nach Belieben 
6. Aqua destillata . . . . . . Q.S. Abendmahte: 
Nummer des Tieres 
1. Schwarz» | 3. Weiß, | 4. Weiß, 5, Waf. 
Datum weiß 3 2. Weiß Kopf Tot Rücken rot | hintea r: 
A Körpergewicht in g 
14. XL I A | 40 35 | 50 ! 3 
20. XI. | 32 48 38 | 35 40 
27. XL | 42 59 45 | A 46 
4. XII. ı 4 | og 40 (48 A 
9. XIL | #8 | o 47 | 50 50 
14. XII. i 49 op 48 51 52 
20. XII. IJ Ap" 60 48 1 50 | 5 
25. XII. | 40 01658 45 47 Ai 
30. XI. | e E e A we 5 
Dlo gkh 42 ; 55 40 ° 48 | A 
14. I.. .... | 40 50 38 | 45 40 
5. Gruppe (gemischte Gruppe). 
(Eiweiß-, Zucker-, Stärke- und Fettgruppe.) 
Futter: 1. Weizeneiweil . . . . . . . 0,5 | 
2. Casein . ». 2 2200. . ...05 (pro Ratte) 
3. Salzgemisch . . . . . . . . 0,3 | Morgenmahlze: 
4. frische Mohrrüben . . . . . 3,0 
5. Speck. . . .. . . . . . . 3,0 Teile 
6. Weizeneiweiß und Casein. . 2,2 „ sach: Belie 
7. Weizenstárke . . . . RAN „ Abendmahke 
8. Rohrzucker . . . . 2... 1,8 „ Be 
9. Aqua destillata . . . . . . Q.S. 
nn 8 | l i Namnet dës Tieres 
Schwan zu 3 Weiß, | 4. Weiß, | 5. Wob. 
SES | weiß | 2. Weiß Kopf Tot | Rücken rot hinten ER: 
O | _ Körpergewicht in g o 
Së El Ee e 
14. XI. 60 70 70 45 65 
20. XI. 64 60 62 44 65 
27. XI. 70 66 70 50 63 
4, XII ! 12 70 66 49 65 
9. XII 15 72 67 50 67 
14, XII | 75 70 66 50 65 
20. XII | 76 73 68 52 | 68 
25. XII 178 75 70 55 7 
30. XII 82 80 -80 58 | 18 
TL | 80 82 85 60 80 
MIL.... li 83 85 88 70 | 9 
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IV. Versuch (avitaminós). 
L Gruppe (Eiweißgruppe). 
A. Vorperiode (gemischte Nahrung). 


























Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 
2. Casein ( sn ) 0,5 
3. Salzgemisch . . . . . . . . 0,3 p (Pro .. a 
4. getr. Mohrrüben (Autoklav) 0,4 BE : 
5. Aqua destillata . . . . . . Q. S. | 
6. Speck (Autoklav) 3,0 Teile 
7. Weizeneiweiß und 
Casein ( Sé ) 22 ,, nach Belieben 
8. Weizenstárke . . . . . . . 2,7 „ Abendmahlzeit 
9. Rohrzucker . . . . ... . 1,8 ,, , 
10. Aqua destillata . . . . . . Q. S. 
= Nummer des Tieres SÉ 
a cchwarz | > wea | 3 Weiß, | A Weiß, | 5, Weiß, 
Bsp 1. Schwarz | 2. Weiß Kopf mol Duer | Hinten rot 
| Körpergewicht ing 
3. zm... lU o 54 40 67 55 
KK ATL: Ae A 70 50 38 65 50 
19. XI.... 75 57 45 70 60 
25. XII.... 71 52 40 60 52 
30. XII | 65 48 38 50 45 
B. Nachperiode (Eiweiß). 
Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 1,1 
2. Casein ( „ ) 1,1 
3. Salzgemisch . . . . . +. 0,8 Lait Wee) 
4. getr. Mohrrüben (Autoklav) 0,4 EE SE 
5. Aqua destilata . . . . . . Q. S. 
6. Weizeneiweiß und . 
nach Belieben 
Casein (Autoklav) . 
7. Aqua destillata . . . . . . Q. S APO Ine Eee 


Nummer des Tieres 





Seene Green | 3, Weiß, | A Weiß, | 5. Weiß, 
1. Schwarz | 2. Weiß Kopf rot | Rücken rot | binten rot 





i Körpergewicht ing 


— Se === = — 


SW 





45 38 45 43 
55 40 + 40 40 
40 + e 30 39 
38 i er + 35 
35 = = = + 
t = as = za 








ı 12 Tage | 9 Tage 6 Tage 10 Tage | 11 Tage 
Mittelwert 10 Tage. 
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2. Gruppe (Zuckergruppe). 
A. Vorperiode (gemischte). 






























































__ Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 
e 2. Casein ( TT ) 0,5 , 
3. Salzgemisch . . . . .... 0,3 | em eg d 
4. getr. Mohrrüben (Autoklav) 0,4 orge = 
5. Aqua destillata . . . . . . Q. S. 
6. Speck (Autoklav) 3,0 Teile 
7. Weizeneiweiß und 
Casein ( S ) 22,, nach Belieben 
8. Weizenstárke . . . . . . DK Sr ak Abendmanhlzei: 
9. Rohrzucker . . . . 2... 1,8 ,, 
10. Aqua destilata . . . . . . Q. S. 
5 u nz Nummer des Tieres u 
1. Weiß, 3. Weiß, | 4. Weiß, 
Daton hinten rot F 2. Weiß Kopf So ER Rücken rot | > Schwarz 
pl a d Se AAA, CAES A 
EN | Körpergewicht in S 
SE E = ger D | E a HE Te rra e 
| | 
3. XII 70 60 68 64 70 " 
11. XII 65 58 65 60 60 
19. XII 72 65 70 68 75 
25. XII 60 60 65 65 70 
30. XII 50 52 60 55 61 
B. Nachperiode (Zucker). 
Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 
2. Casein ( sn ) 0,5 
3. Salzgemisch . . . ..... 0,3 SE Ratte) 
4. getr. Mohrrüben EE 0,4 orgenmahlzei 
5. Aqua destillata . . . . Q. 8. 
6. Rohrzucker . . . . .... ] nach Belieben 
7. Aqua destillata . . . . . . Q. S. Abendmanhlzeit 
Fe Nummer des Tieres 
Weiß 3. Weiß, | 4. Weiß, 
Datum ji kinten, rot 2. Weiß Kopf vol | Rücken rot 5. Schwarz 
EEE ab SE __ Körpergewicht in g 
KE DEEN 48 50 60 
(E A 43 45 57 
E a a 40 41 52 
Mbs | + 40 47 
| & | — 30 45 
20.1. ar I u 30 45 
A I — + 45 
29 I. DW VE — 43 
3. II. I — — 40 
41. ' — — t 
Lebensdauer. . ' 13 Tage | 23 Tage | 28 Tage 34 Tage 


Mittelwert 29 Tage. 
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3. Gruppe (Stárkegruppe). 
A. Vorperiode (gemischt). 












































Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 
: 2. Casein l >» ) 05 
3. Salzgemisch . . . .... . 0,3 e Fatte) it 
4. gett, Mohrrüben (Autoklav) 0,4 orgenmahlzei 
5. Aqua destillata . . . . . . Q. S. 
6. Speck (Autoklav) 3,0 Teile 
7. Weizeneiweiß und 
Casein ( Br ) 2,2 , nach Belieben 
8. Weizenstárke . . . . . . . 2.3 Abendmahlzeit 
9. Rohrzucker . . . . 2... 1,8 ,, | 
10. Aqua destillata . . . . . . Q. S. 
o ` Nummer des Tieres WE ! 
2. Schwarze | 3. Weiß, a |5. Schw.-Weiß, 
Datum zeit ` Kopf Tol 4. Weiß Rücken rot 
© Körpergewicht ing o 
== 22 SE Dia 
3. XII.. 80 100 65 70 ' 60 
l XU. e 70 98 64 | 60 | 56 
9. XI... .) 82 105 70 | 71 | 62 
5. XD... . . 80 95 66 | 70 60 
o XII 75 85 60 | 63 58 
B. Nachperiode (Stärke). 
Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 
2. Casein 29 0,5 
3. Salzgemisch . . . > ) x (pro ratio), 
4. getr. Mohrrüben (Autoklav) 0,4 Morgenmablzeit 
5. Aqua destillata . . . . . . Q. S. 
6. Weizenstárke . . . 2... nach Belieben 
7. Aqua destillata . . . . . . Q. S. Abendmahlzeit 
Manner des erer 
` [3 Schwarze | 3, Was, | 4 wag Të 9 
Datum weiß Kopf Tol 4. Weiß | Rücken Tot 
2 ` Körpergewicht in g _ 
Zi EE | 82 55 58 51 
OR CH | 80 50 52 43 
12.1... | 80 40 40 42 
13.1... — — t e = 
15.1... — — — t | — 
¡ly e A d 48 70 — — t 
20.1... t 50 es = = 
22.1... | — tł — -m — 
Lebensdauer. . | 19 Tage | 21 Tage | 12 Tage | 14 Tage | 16 Tage 








Mittelwert 16 Tage. 
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4. Gruppe (Fettgruppe). 
A. Vorperiode (gemischte). 
Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 


2. Casein ( a ) 0,5 | l 
3. Salzgemisch . . . . . a EE De Ratte; 
4. getr. Mohrriiben (Autoklav) 0,4 | orgenmahlzen 
5. Aqua destillata . . . . . . Q. S. 
6. Speck (Autoklav) 3,0 Teile 
7. Weizeneiweiß und 
Casein ( TT ) 2,2 TT nach Beh 
8. Weizenstárke . . . . . . . 2,7 en Abendmahl 
9. Rohrzucker . . . .» .... 1,8 ,, 
10. Aqua destilata . . . . . . Q. S 
Nummer des Tieres 
e » 1 - 
Dem Lët, dit 











Körpergewicht in g 


























y | | 
; | | 56 | 45 
11. XII | 70 53 59 42 2 
19. XII | 72 60 75 | 60 , 4 
25. XII | 6 55 65 55 43 
30. XII 60 51 62 | 47 40 
B. Nachperiode (Fett). 
Futter: 1. Weizeneiweiß (Autoklav) 0,5 
2. Casein ( TT ) 0,5 
3. Salzgbmisch . . . . 2... (GAP Dr 
4. getr. Mohrrüben (Autoklav) 0,4 orgenmahlze 
5. Aqua destillata . . . . . . Q. S. 
6. Speck (Autoklav) | nach Belieben 
7. Aqua destillata . . . . . . Q. S. Abendmahlzat 
o i © Nummer des Tieres = 
| 1. Schwarze 3. Weiß, | 4. Weiß, | 5.Web 
un | we 2. Weib Kopf blau Rücken blau ! hinten We | 
o o ' o _ Körpergewicht in g 
Cf GENEE | 57 48 60 47 38 
7. 1 | 52 40 55 42 | 31 , 
0.L.%%.%. | 50 41 50 38 t 
E AN Ke — — t | - 
E E , 48 40 40 | EN = 
15.1. . a = vn Dez 2 
Ee a e "A8 t es ( = Š 
CE oł z | SÉ u: 8 
Lebensdauer. . — 17 Tage | 16 Tage ¡ 14 Tage | 11 Tage | 9 Tag 


Mittelwert 13 Tage. 
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Anhang: 


Beobachtungen über die Körpertemperatur mit gemischter Kost 
avitaminós ernährter Ratten. 


V. Versuch (Temperaturmessung). 


Mit sogenanntem Mäusethermometer gemessen (rektal). Versuchstiere 
a 6 Wochen alt. Außentemperatur etwa 15 bis 20°C, 


l. Gruppe (Normaltiere). 


al _ Nummer und ( Nummer und Geschlecht des Tie des Fieras — nn 
A š 
Ki Weiß, | 43 4. Weiß, | 5. V 5, Weiß, 
| S E Siem 2. sas Kool blau kido blau mo blau 
o A 
| 
| 














| 362 > | aen 5 36,8 8 37,0 36,8 
| 36, 2 | 36,4 36,9 37,1 36,9 
i 36,1 36,4 37,0 37,2 36,8 
35,9 | 36,0 371 |- 371 37,0 


2 37,1 


Mittelwerte der letzten Messung | e 36,0 





gn 



















































































'l EJ | Nummer und Geschlecht des Tieres 
| 2 || 1. Schwarz» am | 3. Weiß 4. Weiß 5. Weiß 
men | SS il E j weiß 2. Weiß | Kopf ee Rücken rot hinten rot 
a DEL 2 | ® | % g Us 
4. XI. es äu 11 37,1 36,5 36,3 
7. XI. 4 14 | 37,0 36,0 36,5 
4. XII 4 Eu | 37,2 36,2 36,3 
7. 1 13 ¡54 | 37,1 36.4 36,0 
Mittelwerte der letzten Messung | z 2 
2. Gruppe (avitaminós). 
y Ex | Nummer und Geschlecht des Tieres 
| Co EE A A 
| Zeit | 8 i 3. Weiß, 4. Weiß, 5. Weiß, 
Daum d SH 2 | 1. Schwarz 2. Weiß Kopf biau Rücken blau hinten blau 
a O ee Me KE 
10. IX. |[3pu 37,0 36,8 36,3 36,3 36,0 
24. IX. |4 37,0 36,1 35,8 36,0 36,0 
17. IX. |4 36,3 35,9 34,6 35,0 35,3 
28. X. 5 34,8 34,0 34,1 — 33,0 
Mittelwerte der letzten Messung | . en 
| E Nummer und Geschlecht des Tieres 
4 IL Schwarz» | 3. Weiß, | 4 Weiß, | 5. Weiß, 
EES | San | S | schwarze | 2. kee Kopf Ko Rücken rot hinten rot 
SE All EE 2 b el euer SE EE 
14. XI. ! 3pu.My| 1 36,9 36,4 36, 2 36,0 36,8 
27, XI 4 14 36,5 36,3 36, 2 35, 9 36,7 
14. XIIL 4 32|| 36,3 36,0 35,8 35,9 | 36,5 
30. XII. |2 49 34,9 34,0 34,8 33,6 34,9 


Mittelwerte der letzten Messung | S Sp ` 
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3. Gruppe (unterernährt). 






















| Z N _ Nummer und Geschlecht des Tieres | 
Datum [| Zeit | 2 d Schwarze 2. Es 3, u” | E Sa 4 = = 
di 
SS | ln 
22. FAL, bel 2 ou 36,0 35) 
1. d 360 353 307 349 | q 
20. Y E 35,0 34.0 34.9 33,9 E 
10. II. 33,7 33,8 338 | 32 
M | 2 33,9 
Se der letzten Messung lb 33.4 


Anmerkung: Nach den Beobachtungen von Bierens de Haan bs 
Körpertemperatur junger Wanderratten (Arch. f. Entwicklungsmechari 
Organismen 50, H. 1—2, 1922) schwankt die Temperatur etwas mii 
Außentemperatur bei jungen Ratten von 38 bis 54 Tagen und der Será 
unterschied beträgt 0,74°C zugunsten des Weibchens. 


Bei Außentemperatur von 35°C = Rektaltemperatur 37,5°C 


„ ” 30 Së ” 37,5 

sn sn sn 25 ES ’ 36,8 

sn ’ sn 20 LE sn 36,2 

za za „ 15 = ” 35,5 

an an ” 10 => an 34,7 
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Beschleunigt Salzzufuhr bei avitaminósen Tieren 
den Ausbruch nervöser Störungen? 


Von 


P. M. Suski. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 2. Mai 1923.) 


In meiner Arbeit über die Zusammensetzung des Blutes bei experi- 
menteller Avitaminose (1) hatte ich einigemal die Beobachtung gemacht, 
daß im unmittelbaren Anschluß an die Salzgemischfütterung avita- 
minöser, mit poliertem Reis ernährter Tauben bei diesen Tieren Opistho- 
tonussymptome auftraten. Das betreffende Salzgemisch bestand aus 
250g NaCl, 85g Calc. phosph., 85g Magnesium citric., 30g KCI, 
25 g Ferricitrat, 5g Jodjodkalilösung. 

Früher hatten Funk (2), McCarrison (3), Simpson und Barr (4), 
Wellmann, Barr und Eustis (5) beobachtet, daß vitaminfrei ernährte 
Tiere nach Zuckerzulagen zur Nahrung früher starben als Kontroll- 
tiere, oder eine Beschleunigung des Beriberiausbruchs zeigten. 

Collazo (6) endlich hatte gefunden, daß bei Reistauben wie auch 
bei avitaminösen Meerschweinchen und Hunden perorale Zuckerzufuhr 
unter Umständen schon nach wenigen Stunden schwere nervöse 
Störungen auszulösen vermag. Durch die verschiedensten Zucker- 
arten kann das gleiche Phänomen erzeugt werden. 

Collazo erklärt das Auftreten jener nervösen Störungen durch 
toxische Produkte, die der avitaminöse Körper unter dem Eindruck 
der gesteigerten Zuckerzufuhr bildet. 

Angesichts aller dieser Erfahrungen mußte man sich die Frage 
vorlegen, ob nur die Zuckerzufuhr oder ob auch Zufuhr von Salzen 
beim avitaminösen Körper jene nervösen Störungen auslöste, ob meine 
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3. a (unterernáhrt). 














| Ei WER Nummer und d Geschlecht des Tieres 
e ia MM RS E 
Datum Zeit E | l. en 2. Schwarz 3 SC ? EALA Se 
E as tg |> zZ | Kemer EI Er gg) 2 A zen en | = Be a = ` 
22, XII. E 3pu. Ma 1 1 37,1 36,1. | 363 | 36,0 t 
7. I. Di 36,0 35,3 35,7 34,9 i 
20. I. | ai 35,0 34,0 34,9 39, ul 
10. II. (Al 340 33,7 33,8 33,8 ' 

Mittelwerte der letzten Messung 4 SE 


Anmerkung: Nach den Beobachtungen von Bierens de Haan übe 
Körpertemperatur junger Wanderratten (Arch. f. Entwicklungsmechak 
Organismen 50, H. 1—2, 1922) schwankt die Temperatur etwas ni 
Außentemperatur bei jungen Ratten von 38 bis 54 Tagen und der $r 
unterschied beträgt 0,74°C zugunsten des Weibchens. 


Bei a E von 35°C = Rektaltemperatur 37,5°C 






„ sn 30 = » 37,5 

„ 99 „ 25 = „ 36,8 

Sé e » 20 = A 36,2 

IT an „ 15 = TT 35,5 

„ „ » 10 == „ 34,7 
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Beschleunigt Salzzufahr bei avitaminsar "rer 
den Ausbruch nervöser Szärumese. 
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P.M seh 


us der experimentell -biologischen A-rauunır = vw mee i ~ 
der Univermaá rr 
(Eingegangen mm 2 ds io. 

In meiner Arbeit über die Zammer, = L = = se~ 
enteller Avitaminose (1) haste xa zmora + Saar mau 
18 im unmittelbaren Anst-: m 2 nem a 
inöser, mit poliertem Reis erriirir TA e ~ zum Tue e, 
mussymptome auftraten. Ins; wein wem pr 





50 g NaCl, 85g Cale. Wee. £: hes — EW 
ög Ferricitrat, 5g Jl azz o 
Früher hakten- Fr? Ka: mn - u 
Vellmann, Barr und Ee, 5 1 L ee, ds z Sg 
Mere nach Zuckerzulagen DI Jar me zu > ëng | 
Aere, oder eine Besch eme E zess e o. 0 u 
Collazo (6) end hare Fr ` u k en S 
bei avitaminósen Meerset wen — e apta e y 
unter Umständen wim Axen Fo 8 g SC o 
Störungen austin me a 2 a D y 
arten kann das gleiche Dame me- — a Te | 
Collazo erklär ias turen eg se E tot 
toxische Produkce. de ir e n e am a 
der gesteigerten Zuci De Du rändert 
Angesichts aller Geer urn o. ¿A | f Se 
vorlegen, De I n Tue - | - “en indifferent 
beim asitaminien Eure e om e ue o ne 
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eingangs erwähnten gelegentlichen Beobachtungen in dem Sinne zu 
deuten wären, daß auch Salzzufuhr beschleunigend auf den Ausbruch 
jener Erscheinungen wirken könnte, oder ob bei meinen früheren, 


Versuchen die Salzzufuhr und der Ausbruch der nervösen Störungen | | 


nur ein zufälliges Zusammentreffen darstellten. 


Um diese Frage prüfen zu können, war es zunächst erforderlich, 
in Vorversuchen die toxischen und letalen Dosen der zu untersuchenden 


Salze bei normalen Tauben zu ermitteln. 


Ich fand als Grenzdosen, die von normalen Tauben nach der 
intravenösen bzw. intramuskulösen Injektion vertragen wurden, ohm 


daß irgendwelche Vergiftungserscheinungen am allgemeinen Verhalten 
der Tiere nachweisbar waren, folgende: 


KCI, intravenös . ...... . . 0,05g pro Tier 
KCl, intramuskulós . ...... Dä RH , vn 
NaCl, intravenös. . . . . . . . .03 g » AR 
CaCl;, intravenös . . . . ... . 01 gg,» 
(Harnstoff, intravenös . . . . . . 03 E >»  » ) 


Es zeigte sich nun, daß nach der Injektion dieser Salzmengen. 
die also bei normalen Tauben keine allgemeinen Vergiftungserschei- 
nungen machen, auch bei den avitaminósen Reistauben Vergiftung- 
erscheinungen nicht auftraten, insbesondere kein Opisthotonus und 
keine anderen nervösen Symptome. Insbesondere liegt die letale Dosis 
für KCl bei normalen und avitaminösen Tauben in gleicher Weis 
bei etwa 0,15g KCl pro 100 g Körpergewicht. 

Aus diesen Beobachtungen muß man folgern, daß die nach den ver 
stärkten Kohlehydratzufuhren auftretenden nervösen Störungen bei des 
avitaminösen Tieren eben eine ganz spezifische Wirkung des gestörten 
Kohlehydratstoffwechsels darstellen, und daß Salze oder andere organisch 
Verbindungen, wie z. B. Harnstoff, diese Erscheinungen nicht auslösen 
können. 


Versuchsprotokolle. 


Ich hatte 22 Tauben, wovon 15 drei Wochen lang ausschließlich mit 
poliertem Reis gefüttert wurden, während die übrigen zur Kontrolle Erbsen 
erhielten. 

Nach 14 Tagen machten sich die ersten avitaminósen Erscheinungen 
bemerkbar, d. h. die Tiere verhielten sich ruhig, waren schläfrig, plusterten 
sich und zeigten wenig Appetit. Aber weder Paralyse noch Spastizität 
hatten sich bis dahin eingestellt. Deshalb wartete ich abermals 8 Tage, 
um zu sehen, ob irgendwelche nervösen Symptome sich zeigen würden, 
aber vergeblich. 

Nach 21 Tagen — von Anfang der avitaminösen Fütterung an gerechnet 
— habe ich folgende Salze intravenös eingespritzt. 


| 


| 
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Tabelle I. 
Intravenöse Einspritzung von 20proz. KCI-Lósung. 








Avitaminóse Taube ..... 0,3 g KCI | gleich tot 
5 e eech | 0,3 g KCI S - 
y n re ı 0,3 g KCI > a 
= ne 0,2 g KCI > A 
Se CEET 0,2 g KCl || Paralyse, erbolte sich später 
n SE 0,1 g KCl | gleich tot 
S EA | 0,08g KO SC e 
= Pe a ua 0,08 g RO Paralyse 
A E A 0,08g KCl ¡| Paralyse, später tot 
= E BI | 0,088 KCl || unverändert 
e DEE I 0,05g KCI a 
% n SE 0,05g KCI a 
5 a er aS 0,03 g KCI a 
S n co... . 002g KCI S 
Normale Taube ....... 0,3 g KCI glaich tot 
” O A 0,068 KCI E S 
oe er 0,05g KCI | unverändert 


0,08 g KCI ist schon ziemlich giftig, während 0,05 keine Veränderung 
bewirkt. 


Tabelle II. 
Intravenöse Einspritzung einer 30proz. NaCl-Lösung. 





Avitaminóse Taube ..... | 0,3g NaCl || gleich tot 
5 po AAA 0,3g NaCl schwach, erholte sich später 
Normale Taube ....... | 0,3g NaCl | unverändert 


0,3g NaCl ist wahrscheinlich die Grenzdosis. 


Tabelle III. 


Intravenöse Einspritzung von 30proz. Harnstofflósung. 


Avıtaminöse Taube ..... | 0,3 g Harnstoff | unverändert 
Normale Taube ....... | 0,3g e 1 S 


0,3 g Harnstoff hat keine giftige Wirkung. 


Tabelle -IV. 


Intravenöse Einspritzung von 10proz. CaCl,-Lósung. 








Avitaminöse Taube ..... | 0,2g CaCl, gleich tot 
n Poo AA 0,1 g CaCl, ” n 
A a A 0,1 g CaCl, | unverändert 
Normale Taube.. ||... | 0,1g CaCl | S 





0,1 g CaCl, tötete eine Taube, während es bei zwei anderen indifferent 
war. 
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Durch diese Versuche konnte ich folgende minimal und maximal letale 
Dosen feststellen: 


Maximal lebende Dosis . . . . . 0,2g (?) 


KCI Minimal letale Si .. . . . 0,06 E 
CaCl Maximal lebende ` ..... 0,1g 
"2 Minimal letale sd ... ei 0,1g 

S Maximal lebende ` E 0,3g 
an Minimal letale , .... . 0,38 
+. | Maximal lebende ,, 22.0. OIE 
Paso | Minimal letale ee. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, ist KCI der giftigste von allen unter 
suchten Stoffen. Bei der Injektion habe ich, durch die große Feinheit der 
Taubenvenen, viel Schwierigkeiten gehabt. Es kann sein, daß die ve 
hältnismäßig großen Dosen wenig Wirkung gehabt haben, falls richtize 
intravenöse Injektionen nicht gelungen sind. 

Ich habe daher die intramuskulöse Injektion statt der intravenöser. 
gewählt und hauptsächlich mit KCl gearbeitet, das Ergebnis war folgendes: 


Tabelle V. 
Intramuskulöse Injektion von 20proz. KCl-Lósung. 





ee Fe ` ebe ve? = Zi u ee 


Ayikamndae: Taube ..... | 0,3g KCI | schwach, erholt sich später 
> RE © 0,4g KCI ` Paralyse, später tot 
3 E EE 0,5g KCI "gleich tot 
S > RANA 0,6g KCI später tot 
> Pe Ce 0,8g KCI i8 gleich tot 
ge A 3 " Log KCI , 
Normale Taube .. ... . , 0,5g KC | schwach. 


Die Grenzdosis muß Sehen 0,3 und 0,4 g liegen. 

Bis jetzt hatte ich verschiedene Dosen benutzt, ohne Rücksicht sul 
das Körpergewicht der Tiere, das durchschnittlich 298g betrug. De 
kleinste Taube wog 215 g und die größte beinahe 400 g. Die ausschließlich 
Reisfütterung hat natürlich Verlust an Körpergewicht im Gefolge gehabt. 
so daß dadurch die Salzwirkung auf die avitaminösen Tauben viel stärke: 
sein mußte. Trotzdem können wir aus den bis jetzt angestellten Expen- 
menten die Folgerung ziehen, daß bei der intramuskulösen Injektion de 
Grenzdosis für KCI etwa 0,3 g sein muß. Deshalb habe ich eine neue Gruppe 
von Tauben genommen, von denen ich die Hälfte 3 Wochen lang mu 
poliertern Reis gefüttert habe. 

Das Körpergewicht nach 3 Wochen betrug: 


Reis gefütterte Taube 1. . . . . . 230g 
e 2 dë 2 200 g 
= Se SS 3 240 g 

Se e 4 300 g 

Erbsen ,, 5 1 370 g 
u gé = 2 350 g 
sn an 99 3 300 g 
» » S 4 350 g 


20 proz. KCI-Lösung ist in nachstehenden Dosen tief in den Pektoralis- 
muskel eingespritzt worden, sowohl bei den avitaminösen, wie auch bei den 
normalen Tieren. 





E See = 
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Tabelle VI. 
nspritzungsquantum pro 100 g Körpergewicht | Tauben | Ergebnis 
5 g 20 proz. KCI (= 0,1 g KCl). ! avitaminöse | unverändert 
5_820 , KCI(=0,1 g KCI). | normale | , 
75820 > KCl(=0,15g KCl). | avitaminöse || tot in - 5 Tagen 
75820 , KCl(=0,15g KCI). | normale | , , , 
OO g 20 „ KCl(=0,2 g KCl). ¡ avitaminóse „ , 10 Stunden 
OO g 20 , KCl(= 0,2 g KCI). | normale E S 
25820 , KCIl(=0,25g KCI). | avitaminöse | „ „ 10 > 
25g20 , KCI(= 0,25 g KCl). || normale e, Ze > 
5 g20 | KCl(=03 g KCl). avitaminöse | ” ” 5 Minuten 
5 820 „ KCl(=0,3 g KCl). || normale oa oe EL, mn 
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Kann ultraviolettes Licht die Ausbildung der avitaminösen 
hypochromen Anämie verhindern? 


Von 


P. M. Suski. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 2. Mai 1923.) 


Aus den Untersuchungen von Ishido (1) aus dem hiesigen Labo- 
ratorium geht hervor, daß die Bestrahlung avitaminöser Tiere mit 
ultraviolettem Licht die für die Avitaminose charakteristische Um- 
wandlung des roten Knochenmarks in Fettmark verhindert. Ich (?) 
habe in einer früheren Arbeit aus dem hiesigen Laboratorium, in der 
ich die Morphologie des Blutes bei Avitaminose untersuchte, gefunden, 
daß die Zahl der roten Blutkörperchen bei dieser Krankheit abnimmt. 
Es lag nun der Gedanke nahe, daß durch die Bestrahlung avitaminöser 
Tiere mit ultraviolettem Lichte eben wegen dessen Einfluß auf das 
Knochenmark die Verminderung der roten Blutkörperchen verhindert 
werden könnte. Meine folgenden Versuche sollten diese Frage klären. 


Ich habe zu diesem Zwecke Tauben 3 Wochen lang mit poliertem Reis 
ernährt. Schon in 14 Tagen vermindert sich bei solchen Tieren die Zahl 
der roten Blutkörperchen, wie ich früher zeigte, um durchschnittlich 
etwa 200000. Auch meine jetzigen Reistauben hatten sämtlich nach 
3 Wochen Reisfütterung eine wesentlich geringere Zahl von roten Blut- 
körperchen, als die Kontrolltauben (Tabelle I). Nunmehr bestrahlte ich 
die Reistauben 15 Minuten lang täglich, im ganzen sechsmal. Bei allen 
zeigte die Zahl der roten Blutkörperchen eine deutliche Neigung zur Ver- 
mehrung. Auffallend war, daß im unmittelbaren Anschluß an die Be- 
strahlung eine leichte Senkung der Blutkörperchenzahl auftrat, die aber 
24 Stunden nach der Bestrahlung einer leichten Steigerung Platz machte. 
Bei dieser Senkung direkt nach der Bestrahlung kann es sich wohl nur um 
vasomotorische Wirkungen handeln. Auf die bei der Avitaminose ein- 
tretende Verminderung der Lymphocyten hatte die Bestrahlung keinen 
Einfluß. 


sind 
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Die Durchschnittszahlen aller meiner Beobachtungen an Reistauben 


folgende: 


Zahl der roten Blutkörperchen: 


nach dreiwöchiger Reisfütterung . 


nach sechstägiger Bestrahlung in der vierten Woche . 
unmittelbar nach der siebenten Bestrahlung 
24 Stunden nach der siebenten Bestrahlung. 


Tabelle I. 


3991000 
4 190 300 


. 3962000 


SC 4 123000 
Ich füge noch an, daß alle Blutzáhlungen am Blute der Flügelvene 
vorgenommen wurden. 
Aus äußeren Gründen bin ich genötigt, die Arbeit, bei der die 
Wersuchsanordnung noch in verschiedener Richtung variiert werden 
müßte, abzubrechen. Immerhin sprechen meine bisherigen Ergebnisse 
dafür, daß durch Bestrahlungen mit ultraviolettem Lichte die Ausbildung der 
avıtamınösen Anämie verzögert oder vielleicht gar verhindert werden kann. 


| Rote Blutkörperchen | lopin | Farbindex 


| 


Reis 


Reis 


Reis 


Reis 


ernährte Taube I 
weiße 


ernährte Taube II 
weiße 


ernährte Taube III 
weıße 


ernährte Taube IV 
weiße 


Durchschnitt. . . ... 


Kontrolltaube, bunte 


strahlung. 


| 


| 


Du. Drums Ur grow gawk 


3 946 000 
4 066 000 
3 907 000 
4 105 000 


4 167 000 


4 332 000 
4 133 000 
4 240 000 


3 840 000 


3 860 000 
4 173 000 
3 847 000 
4 024 000 


3 991 000 
4 190 300 
3 962 000 
4 123 000 


4 253 000 
4 673 000 
4 480 000 
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94 
92 
94 


82 
91 
85 
89 
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Nach 3 Wochen der polierten Reisfútterung und vor der Be- 
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Tabelle II. 
Differentialzahl der weißen Blutkörperchen. 
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Studien über die 
physikalisch-chemischen Grundlagen der vitalen Permeabilität. 


I. Mitteilung: 


Die Wirkung kapillaraktiver Stoffe auf die Permeabilität von Kollodium- 
membranen. 


Von 


R. Brinkman und A. v. Szent-Györgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitát zu Groningen.) 


(Eingegangen am 2. Mai 1923.) 


Einleitung. 


Die Frage der Membranfunktionen, die Aufklárung der physisch- 
chemischen Grundlagen der vitalen Permeabilitát, ist eines der vor- 
nehmsten Ziele biologischer Forschung. Bedenken wir, daß einerseits 
jede Zelle mit einer Membran von seiner Umgebung abgeschlossen 
ist, andererseits gewaltige Systeme von Membranen in Form des 
kapillaren Teiles des Blutgefäßsystems, als Lymphbahnen und als 
Niere, äußerst bedeutende Funktionen in unserem Organismus ver- 
richten, so ist es deutlich, daß die tiefere Erkenntnis der Membran- 
funktionen, und hiermit der vitalen Permeabilität, die weitgehendsten 
biologischen wie klinischen Konsequenzen haben muß. 

Dem Interesse der Sache entsprechend, haben auch viele Forscher 
ihre Kräfte diesem Problem gewidmet, seitdem dieses von H. J. Ham- 
burger gestellt wurde. Die Permeabilität der Zellmembranen wurde 
von den verschiedensten Standpunkten aus untersucht, wobei in den 
meisten Fällen die Frage in den Vordergrund gestellt wurde, von 
welchen Qualitäten einer Substanz es abhängt, ob sie durch die Zell- 
wand durchgelassen oder zurückgehalten wird. Hierbei hoffte man 
auch, aus den Resultaten das Bild der Struktur der Zellmembran 
aufbauen zu können. Es wurden hierbei die verschiedensten Qualitäten 
der zu permeierenden Substanz untersucht, wie Löslichkeit, Kapillar- 
aktivität, Dispersität, elektrischer Ladungszustand usw. Überall er- 
gaben sich besondere Beziehungen, spezifische Permeabilitáten, je 
größer aber die Zahl der Einzelbeobachtungen wurde, desto verwickelter 
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schienen Bau und Funktionen der vitalen Membran. Zudem stand 
noch das von den Beobachtungen ableitbare Bild der Membran in 
gewissem logischen Gegensatze mit elementaren biologischen Folge- 
rungen, indem es sich zeigte, daß die Zellwand eben für die vornehmsten 
Nahrungsstoffe der Zelle impermeabel sei. Es mußte also angenommen 
werden, daß die gefundenen Zustände nur temporäre seien, und dal 
die Zelle in gewissen funktionellen Zuständen noch zur weitgehenden 
Umstimmung der gefundenen Qualitäten ihrer Membran fähig sei. 

Die Untersuchungen ergaben also die weitgehende Verwickelthei! 
der Frage, ohne zu einem einheitlichen Bilde der Struktur oder Klärur; 
der in der Membran herrschenden physisch-chemischen Gesetzmäßir- 
keiten zu führen. 

In der Versuchsreihe, deren Wiedergabe wir an dieser Stelle be- 
ginnen, sind wir von der Überzeugung ausgegangen, daß ein so ver- 
wickeltes, so außerordentlich labiles, empfindliches System, wie dir 
Zellmembran mit ihren notwendigerweise komplexen, labilen Eigen- 
schaften, keineswegs geeignetes Versuchsmaterial zur Erkennung jener 
einfachen, physisch-chemischen Gesetzmäßigkeiten sei, aus deren 
harmonischem Zusammenspiel die so komplexen Eigenschaften vitaler 
Permeabilitát entstehen. Verfasser sind der Meinung, daß die Forschung 
auf diesem Gebiete eher zum Ziele kommen würde, wenn wir zunächst 
auf einfacheren, besser übersichtlichen und beherrschbaren Modellen 
jene allgemeinen einfachen Gesetzmäßigkeiten zu erkennen suchten. 
die den membranartigen Systemen eigen sind. Haben wir diese erkannt 
und beherrschen gelernt, so wird vielleicht so manche so verwickelt 
erscheinende Eigenschaft der biologischen Membran von selbst klarer. 
und vielleicht erhalten wir auch den Schlüssel zum Aufbau einer kúnst- 
lichen Membran, die die so verwickelten Eigenschaften der biologischen 
Membran mit ihrer vitalen Permeabilität trägt. 

Ermutigend wirken bei diesem Beginn die so sehr bedeutenden 
Untersuchungen von Clowes, dessen einfacher Modellversuch mit den 
Untersuchungen von Bancroft zum Begriff der Phaseninversion führte. 


Anläßlich unserer Studien über die Genese der perniziösen Anämien 
hatten wir vielfach Gelegenheit, den frappanten hämolytischen Effekt 
der Seifen zu beobachten. Es ist ein durchaus Eindruck erweckendes 
Bild, zu sehen, wie eine trübe Aufschwemmung von roten Blutkörperchen 
durch äußerst geringe Seifenmengen sozusagen augenblicklich auf- 
geklärt wird. Dieses Phänomen, der Austritt des Hämoglobins aus 
den Blutkörperchen unter Einwirkung der Seife, wird vielfach mit 
einer Permeabilitätszunahme der Zellmembran erklärt. Es schien uns 
daher naheliegend, diesen Fall plötzlicher starker Permeabilitäts- 
steigerung zu ergreifen und mit dessen Hilfe an einer künstlichen 
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Membran die allgemeine Frage der Membranpermeabilitát in Angriff 
zu nehmen. 

Als Membran wählten wir eine Kollodiummembran. Diese wurde 
im üblicher Weise derart hergestellt, daß Scheiben von Filterpapier 
mnit einer 6proz. alkoholätherischen Kollodiumlösung längere Zeit 
durchgetránkt, dann in Alkohol gehärtet wurden. 

Als Indikator der Permeabilität diente auch in unserem Modell- 
versuch das Hámoglobin. Die Hämoglobinlösung wurde aus Rinderblut 
derart gewonnen, daß die scharf abzentrifugierten Blutkörperchen in 
destilliertem Wasser vom zehnfachen Volumen des Blutes aufgelöst 
wurden. Diese Lösung wurde dann durch scharfes Zentrifugieren von 
den noch vorhandenen Formelementen getrennt. Die Lösung ist 
dunkelrot, läßt sich im Eisschrank wochenlang unverändert bewahren. 
Vor dem Gebrauch wurde die Lösung stets dekantiert. 

Die Hämoglobinlösung wurde in kleinen Ultrafiltern je 20 Stunden 
lang unter 3 Atm. Druck durch die Kollodiumfilter gepreßt. Unsere 
Normalfilter waren für Hämoglobin stets impermeabel. Das Ultra- 
filtrat war in allen unseren zahlreichen diesbezüglichen Kontroll- 
versuchen auch nach längerer Versuchszeit (24 Stunden) wasserhell 
und farblos. Wird das Ultrafilter nach so einem Versuch auseinander 
genommen, so finden wir das zurückgehaltene Hämoglobin in Form 
einer dicken Schmiere am Kollodiumfilter. Diese schmierige Masse 
kann leicht weggefegt werden. Hierbei tritt dann die tadellos weiße 
Oberfläche des Filters zum Vorschein. Diese weiße Farbe zeigt, daß 
das Hämoglobin gar nicht in die Poren des Filters eingedrungen ist 
und schon an dessen äußerster Oberfläche zurückgehalten wurde. 

Nun entstand die Frage, ob sich am Filter eine der Hämolyse analoge 
Permeabilitätssteigerung hervorrufen ließe. Zur Entscheidung dieser . 
Frage wurde nun zu der zu filtrierenden Hämoglobinlösung Natrium- 
oleinat in n/10 wässeriger Lösung zugesetzt. Der mit dieser Lösung 
ausgeführte Filterversuch war aber völlig negativ, und das Ultrafiltrat 
war ebenso wie in den Kontrollversuchen gänzlich ungefärbt. Diese 
Aufstellung des Versuches schien aber mit dem Hämolyseversuch nicht 
ganz analog zu sein. In diesem kommt nämlich die Seifenlösung zuerst 
mit der Membran und erst dann mit dem Hämoglobin in Berührung, 
wobei also eine mögliche Bindung der Seife durch das Hämoglobin 
ausgeschaltet ist. Durch Messung der Oberflächenaktivität an der 
Torsionswage konnten wir uns auch überzeugen, daß zwischen Hämo- 
globin und Seife eine derartige Bindung tatsächlich zustande kommt, 
und daß das Hämoglobin die Seife in relativ großen Mengen binden 
kann. Wird nämlich eine sehr geringe Seifenmenge reinem Wasser 
zugegeben, so sinkt dessen Öberflächenspannung sogleich auf sehr 
niedrige Werte. Ist hingegen im Wasser Hämoglobin zugegen, so 


264 R. Brinkman u. A. v. Szent-Györgyi: 


müssen relativ sehr große Mengen von Seife zugegeben werden, bis 
dieselbe niedrige Spannung erreicht wird, d. h. eine geringe Menge 
Seife frei bleibt. Wir könnten unseren negativen Filterversuch also 
mit einer Bindung der Seife durch das Hämoglobin in befriedigender 
Weise erklären. Ä 

Auf Grund dieser Beobachtungen wurde also der Filterversuch 
derart abgeändert, daß wir — analog der Hämolyse — die Seife zuerst 
auf die Membran einwirken ließen. Der Versuch gestaltet sich derart. 
daß unter 3 Atm. Druck zunächst eine n/10 Na-Oleinatlósung eine 
halbe Stunde lang durch das Filter gepreßt wurde. Nun wurde das 
Filter abgespült und die Hämoglobinlösung unter demselben Druck 
aufgesetzt. Unseren Erwartungen gemäß begann das Filtrat sich 
nach einer kürzeren Zeit rot zu färben, wurde bald dunkler und dunkler. 
und floß endlich mit tiefroter Farbe aus dem Filter. Das Filter ist 
also für Hämoglobin ganz permeabel geworden. Diese erhöhte Permea- 
bilität war andauernd. Wird die Filtration über. Nacht fortgesetzt, 
so fließt das Filtrat auch noch am folgenden Tage rot aus dem Ultra- 
filter. Wird nun der Apparat auseinander genommen, so bietet sich 
ein ganz anderes Bild wie im Kontrollversuch. Zunächst fehlt die 
oben erwähnte schmierige Lage des zurückgehaltenen Hámoglobins. 
da durch das Filter doch kein Hämoglobin mehr zurückgehalten wurde. 
Das Filter selbst hat in seinem ganzen Durchmesser eine tiefrote Farbe 
angenommen, als Zeichen dessen, daß es durch und durch mit Hämo- 
globin durchtränkt ist. Die Farbe ist so tief, daß wir denken müssen, 
daß nicht unwesentliche Mengen von Hämoglobin durch das Filter 
gebunden wurden. 

Wir hatten also unseren Erwartungen gemäß durch Seife eine 
- starke Permeabilitätserhöhung des Filters dem Hämoglobin gegenüber 
erhalten. Das Hämoglobin, das vorher durch das Filter zurückgehalten 
wurde, konnte jetzt das Filter ungehindert passieren. Es fragte sich 
nun, ob durch die Seife das Hämoglobin oder das Filter verändert, 
‚letzterer permeabler oder ersterer durchdringungsfähiger gemacht wurde. 

Daß die Seife nicht auf das Hämoglobin, sondern auf das Filter 
einwirkte, geht auch schon aus den obigen Versuchen hervor, in denen 
sich zeigt, daß wir zur Erreichung des Phänomens die Seife zunächst 
auf das Filter und nicht auf die Hämoglobinlösung einwirken lassen 
müssen. 

Die unwahrscheinliche Annahme, daß das Hämoglobin in dem 
durch die Seife irgendwie aktivierten Filter verändert, gespalten oder 
dispergiert wird, konnten wir in einwandfreier Weise derart ausschließen, 
daß wir das dunkelrote Ultrafiltrat eines mit Seife vorbehandelten 
Filters auf einen unbehandelten Normalfilter aufgossen. Wie zu er- 
warten war, war das Filtrat tadellos wasserhell und farblos, und das 
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lämoglobin wurde durch dieses zweite Normalfilter quantitativ 
urückgehalten. Das Hämoglobin war also unverändert. Sein Durch- 
ringen durch das erste Filter konnte also unmöglich mit seiner 
schädigung erklärt werden. 

Stand nun einmal fest, daß die erhöhte Permeabilität durch eine 
tinwirkung auf das Filter zustande kam, so fragte sich nun, welcher 
\rt diese Einwirkung war. Wurde etwa die materielle, bildlich aus- 
sedrückt anatomische Struktur des Filters geschädigt und seine Poren 
»rweitert, oder aber kam die erhöhte Permeabilitát durch Beeinflussung 
gewisser Kräfte, Spannungen, Polarisationen, Doppelschichten oder der- 
gleichen zustande. Diese schon etwas schwierigere Frage konnte immer- 
hin im Sinne letzterer Möglichkeit entschieden werden. 

Erstens zeigte sich nämlich, daß die Permeabilitátssteigerung des 
Filters reversibel sei. Wurde zu der zu filtrierenden Hämoglobinlösung 
1 proz. Ca Cl, 6 Aqua zugesetzt, so hat das Filter seine normale Impermea- 
bilität dem Hämoglobin gegenüber zurückgewonnen. Um den Einwand 
auszuschließen, daß diese Dichtung des Filters durch eine Verstopfung 
der erweiterten Poren durch Ca-Oleinat zustande kam, oder daß durch 
das Ca bloß die Dispersität des Hämoglobins verringert wäre, wurde 
derselbe Versuch derart wiederholt, daß das mit Seife behandelte Filter 
zunächst gründlich ausgespült wurde. Hiernach wurde eine halba Stunde 
lang n/10 NaOH unter 3 Atm. Druck durch dasselbe Filter filtriert. 

Hierbei wurde der allergrößte Teil der im Filter befindlichen Seife 
ausgewaschen. Hierauf wurde lproz. CaCl, 6 Aqua eine halbe Stunde 
lang filtriert, das Filter nochmals abgespült und jetzt erst die reine 
Hämoglobinlösung zur Filtrierung aufgegossen. Das Filter zeigte sich 
auch in diesem Falle für das Hämoglobin vollkommen impermeabel. 

Den zweiten, noch kräftigeren Beweis für die Intaktheit des mit 
Seife behandelten Filters und der unveränderten Porenweite konnten 
wir durch Messung der Filtrationsgeschwindigkeit des reinen Wassers 
erbringen. Hierbei standen wir auf dem Grund alter Erfahrungen und 

= wohlbegrúndeter theoretischer Überlegungen und Berechnungen — 
wird doch die Filtrationsgeschwindigkeit des Wassers allgemein als 
Maß der Porenweite eines Filters betrachtet. Es zeigte sich nun bei 
diesen Messungen, daß die Filtrationsgeschwindigkeit des reinen Wassers 
nach Behandlung des Filters mit der Seifenlösung vollkommen un- 
verändert blieb. Die Permeabilitätserhöhung durch die Behandlung 
mit Seife konnte also nicht durch eine Schädigung des Filters, d. h. mit 
einer Erweiterung der Poren erklärt werden. 

Wir standen also vor der so merkwürdigen Beobachtung, daß die 
Permeabilität eines Kollodiumfilters dem Hämoglobin gegenüber in 
frappanter Weise erhöht wurde, ohne daß hierfür die Erweiterung 
der Poren verantwortlich gemacht werden konnte. Dies bedeutete 
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aber auch zugleich, daß das Filter seine normale Impermeabilität ix 
erster Reihe nicht seiner geringen Porenweite verdankt, sondern daß hier 
bei dem Zustandebringen der normalen Impermeabilität außer der räur- 
lichen Struktur und Abmessung des Filters auch noch gewisse Kraft | 
in ausschlaggebender Weise mitwirken. | 

Es fragte sich nun, welcher Art diese Kräfte waren, die beiz | 
Zustandekommen der normalen Impermeabilität mitwirkten und dur“ 
deren Beeinflussung die erhöhte Permeabilität zustande kam. Wr 
dachten, auf diese Frage am ehesten derart Aufschluß zu erhalte: 
indem wir untersuchten, mit welchen Eigenschaften des Na-Oleinats seim 
permeabilitätssteigernde Wirkung in Zusammenhang zu bringen war 

Es konnte in diesem Zusammenhange auf chemische oder phr- 
sische Eigenschaften gedacht werden. Unter den physischen Eigen- 
schaften mußte in erster Reihe an die so auffallende und allgemeir. 
bekannte Eigenschaft der hohen Kapillaraktivität gedacht werde: 
Es lag um so näher, in erster Reihe an dieses Moment zu denken, «a 
doch die hämolytische Kraft vieler Stoffe bereits vielseitig mit ihrer 
Kapillaraktivität in Zusammenhang gebracht wurde. 

Der gebotene Weg bei dieser Frage schien uns zunächst der 7: 
sein, daß wir eine Reihe von Substanzen in ihrer Wirkung auf da: 
Filter untersuchten, die einerseits die chemischen Eigenschaften, nick: 
aber die Kapillaraktivität mit der Seife teilten, andererseits wohl 
stark kapillaraktiv waren, aber den verschiedensten chemischen Gruppe: 
zugehörten. 

Unter den chemischen Eigenschaften konnte zunächst auch an dx 
Wasserstoffionenkonzentration gedacht werden. Es zeigte sich aber 
bald, daß selbst viel stärkere anorganische Säuren oder Basen. 
n/10 NaOH und HCl, keine ähnliche Wirkung entfalteten. 

Um über die Bedeutung der chemischen Eigenschaften Aufschlub 
zu erhalten, schien uns der sicherste Weg, eine Substanz zu unter- 
suchen, die derselben chemischen Reihe zugehörte, wie das Na-Oleinat 
sclbst, aber keine Kapillaraktivität besaß. Am geeignetsten hierfür 
schien uns das höchste Glied der Fettsäurereihe, dessen Seife noch 
keine höhere Kapillaraktivität besaß, die Capronsäure in Form seine: 
Natriumsalzes. Diese Seife zeigt sich auch im Hämolyseversuch noch 
vollkommen inaktiv. 

Die mit dieser Substanz ausgeführten Filterversuche ergaben bald 
die vollkommene Inaktivität dieser Verbindung. Die Erklärung der 
Permeabilitätssteigerung durch Na-Oleinat mußte also in den pby- 
sischen Eigenschaften dieser Substanz gesucht werden, von denen. 
wie gesagt, zunächst an die Kapillaraktivität gedacht werden mußte. 

Es wurden nun in diesem Zusammenhange die folgenden Sub- 
stanzen untersucht. Na-Linolat (m/10), glykocholsaures Natron (m/lV), 
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das Glykosid Digitonium cryst. Merck (m/100), das «a-Monoolein- 
Glycerinester!) Pepton Wite (2proz.). Diese Substanzen sind ver- 
schiedenen chemischen Gruppen zugehórig, stimmen aber in ihrer 
höheren Kapillaraktivität überein. Ebenso stimmten dann auch diese 
Substanzen in ihrer Wirkung auf den Filter überein, den sie alle für 
Hämoglobin permeabel machten. 

Allerdings war die Wirkung qualitativ nicht in allen Fällen die 
gleiche und zeigte in dieser Hinsicht einige Variationen. Die Wirkung 
der Linolensáure war dieselbe wie von Ölsäure. Das behandelte Filter 
bietet dem Hämoglobin gegenüber gar keinen Widerstand mehr. 
Die Wirkung des Na-Glykocholats war minder stark. Das Filtrat 
war minder tief gefärbt, und auch das positive Resultat bei dieser Sub- 
stanz war nicht konstant — ohne daß wir die Ursache der Schwankung 
hätten feststellen können. Das Digitonin wirkt äußerst kräftig,’ wenn 
auch das Filtrat zu Beginn minder tief gefärbt ist wie bei der Seife. 
Ein Unterschied gegenüber der Seifenwirkung lag auch darin, daß 
der Ultrafilter selbst nach der Filtration nicht die tiefrote Farbe zeigt 
wie bei dem Seifenversuch. Ebensowenig gefärbt blieb das Filter nach 
dem Peptonversuch. Diese letzte Substanz zeigte auch den gerinsten 
Effekt. Das Filtrat blieb stets nur hellrot. Durch das relativ grob- 
disperse Glycerinmonoester wird das Filter weitgehend verstopft. 
Immerhin ist die geringe Menge des nach einigen Stunden durch- 
fließenden Filtrats tiefrot gefärbt. 

Die Filtrationsgeschwindigkeit des reinen "Wassers wurde auch bei 
der letztgenannten Substanzreihe vor und nach Behandlung des Filters 
geprüft und ebenso wie bei der ölsauren Seife unverändert gefunden. 
Im Falle des Digitonins und des Peptons hat dieser Versuch keine 
Beweiskraft, da doch durch diese Kolloide das Filter durch die gröberen 


1) Diese Substanz haben wir selbst nach F. Krafft (Ber. d. deutsch. 
chem. Ges. 86, 4343 1903) aus «-Monochlorhydrin und oleinsaurem Natrium 
hergestellt. Um das synthetische Produkt sicher fettsäurefrei zu erhalten, 
haben wir dasselbe aus alkalischer (NaOH) wässerig-alkoholischer Lösung 
mit Äther, dann ein zweites Mal mit Petroläther ausgeschüttelt. Die zum 
Filterversuch gebrauchte m/100 Lösung wurde durch plötzliches Ver- 
dünnen einer l0proz. alkoholischen Lösung mit der entsprechenden Menge 
Wasser hergestellt. Diese Emulsion ist eine sehr feine, milchige Flüssigkeit, 
die durch KCI ein wenig, NaCl, CaCl}, BaCl, in der genannten Reihenfolge 
stets stärker getrübt wird. Die Emulsion ist sehr stabil, kann auch mit 
Erfolg als gutes Emulgierungsmittel für Fett verwendet werden. Im 
elektrischen Potentialgefälle wandert das Kolloid zur Anode. Durch starke 
Säuren wird die Emulsion entladen und fließt in größere Tropfen zusammen. 
Die Oberflächenspannung der Emulsion mit der Torsionswage gemessen 
ist 74 gegenüber dem Wasserwert von 145. Die als Kontrolle geprüfte, 


zweimal so starke wässerige Lösung reinen Alkohols hatte keine Wirkung 
auf das Filter. 
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Mycellen zum Teil auch verstopft werden konnte. Im Falle der Seifen 
aber beweist dieser Versuch nicht nur so viel, daß die Poren nicht 
größer geworden sind, sondern sagt auch, daß die Kräfte, die das gela: 
Hämoglobin im Normalfilter zurückhielten, das Wasser in seiner Ves. 
schiebung nicht hinderten. Ob die Verschiebbarkeit des Wassers sell: 
gar nicht verändert, können wir noch nicht behaupten, da eine gerine 
Menge der Seife stets im Filter zurückbleiben mußte und somit eir: 
geringe Differenz in der Verschiebbarkeit des Wassers verdecken könnt: 
Auch war die Versuchstechnik zur endgültigen Entscheidung der Fra; 
nicht fein genug. Immerhin können wir aber sagen, daß, wenn di 
Filtrierbarkeit des Wassers selbst durch die Seifenbehandlung de 
Filters auch zugenommen hat, dies nur in sehr geringem Maße geschehr. 
konnte, so daß angenommen werden kann, daß die Kräfte, die à: 
Impermeabilität für Hämoglobin bedingen, das Wasser selbst in sein: 
Filtration nicht oder nur in sehr geringem Grade hindern. | 
Immerhin kann aber die Filtrationsgeschwindigkeit einer Flüsir- 
keit unter gewissen Umständen durch die beschriebene Behandlur: 
des Filters in sekundärer Weise in hohem Maße erhöht werden. Win 
ein unbehandelter Normalfilter zur Filtration des Hämoglobins ver- 
wendet, so wird dieser durch das zurückgehaltene Hämoglobin bali 
verstopft, so daß die Menge des in der Zeiteinheit abfließenden Ultra 
filtrats bald stark abnimmt. Da die behandelten Ultrafilter das Him» 
globin durchlassen, durch dieses also nicht verstopft werden, ist de 
Menge der durchlaufenden Flüssigkeit bei protrahiertem Versuch vi! ` 
größer als beim Normalfilter. Natürlich tritt diese Differenz bei der 
Filtrierung reinen Wassers nicht zutage. 


Diskussion. 

Das vorhandene experimentelle Material ist keineswegs genügend. 
um eine theoretische Verallgemeinerung oder die nähere Definitio: 
der die Impermeabilität des Filters bedingenden Kräfte zu gestatten. 
Wenn wir uns aber doch ein Bild hierüber machen wollen, das un: 
auch die beschriebene permeabilitätserhöhende Wirkung erklären soll. 
so kann dies doch mit Hilfe der Anschauungen Fr. Tinkers!) in 
befriedigender Weise geschehen. 

Wie wir sahen, waren die Stoffe, die die Permeabilität des Filters 
erhöhten, alle stark kapillaraktiv. Die physische Wirkung, die wir 
in erster Reihe von kapillaraktiven Stoffen erwarten können, ist die 
Entspannung gewisser Spannungen an Phasengrenzkräften, der Ober- 
flichenspannungen. Wir wissen, daß an vielen Phasengrenzen derartig 
Spannungen gefunden werden, und können auch erwarten, daß auch 


1) Proc. Roy. Soc. (A) 92, 357, 1916. 
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n unserem Falle die äußerste, dem Kollodium benachbarte Schicht 
les Wassers unter Herrschaft derartiger Spannungen steht. Ist nun, 
ler T'inkerschen Anschauung entsprechend, der Radius einer Pore 
nicht größer als der Durchmesser dieser gespannten Oberflächenlage, 
so ist der ganze Porus mit derart gespanntem Wasser gefüllt und wir 
können erwarten, daß nur diejenigen Stoffe in den Porus eindringen, 
die im allgemeinen in die Oberflächenlage des Wassers eindringen und 
hier angereichert werden können, d. h. positiv adsorbiert werden. 
Werden die Stoffe hier negativ adsorbiert, so wird die Substanz nicht 
in den Porus eindringen können, auch wenn dessen Durchmesser viel 
größer ist als der Durchmesser der betreffenden Substanzteilchen. 

Aus dieser Anschauung folgt auch, daß wir die Membran für alle 
Stoffe in gleicher Weise eröffnen können, wenn: wir die genannten 
Phasengrenzkräfte durch eine kapillaraktive Substanz zuerst vernichten. 
Ist dies der Fall, so werden alle Substanzteilchen ungehindert das Filter 
passieren, deren Teilchenradius geringer ist als der Radius der Poren. 

Wenn auch diese Anschauungen mit unseren Versuchsresultaten 
in erfreulicher Übereinstimmung stehen, haben sie für uns vorläufig 
kaum mehr Wert als den einer Arbeitshypothese, und erst ein weiteres 
ausgedehnteres Versuchsmaterial wird ihren Wert ergeben und eine 
theoretische Verallgemeinerung gestatten. 


Zusammenfassung. 

1. Die normale Impermeabilität eines Kollodiumfilters Hámoglobin 
gegenüber wird nicht durch seine Porenweite bedingt. 

2. Durch Behandlung mit kapillaraktiven Stoffen, wie Na-Oleinat, 
Na-Linolat, Na-Glykocholat, Digitonium cryst., Peptonum Witte kann 
ein hämoglobinimpermeables Kollodiumfilter hämoglobinpermeabel 
gestaltet werden. 

3. Diese erhöhte Permeabilitát ist reversibel und wird nicht durch 
Erweiterung der Filterporen bedingt. 

4. Die Filtrierbarkeit des reinen Wassers wird durch Behandlung 


des Filters mit den genannten Stoffen nicht oder nur in geringem 
Maße erhöht. 


Studien über die 
physikalisch-chemischen Grundlagen der vitalen Permeabilität. 


II. Mitteilung: 


Die Wirkung von Alkaloiden und Purinbasen auf die Permeabilität ve 
Kollodiummembranen. 


Von 
R. Brinkman und A. v. Szent-Györgyi. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universität zu Groningen.: 


(Eingegangen am 2. Mai 1923.) 


In der vorhergehenden Mitteilung wurde gezeigt, daß Kollodiun- 
filter, die für Hämoglobin impermeabel sind, durch Behandlung mi 
gewissen Stoffen hämoglobinpermeabel gestaltet werden können. 

Die Untersuchung der Alkaloide in dieser Richtung schien un: 
ein zweifaches Interesse zu haben. Erstens konnte durch diese Ver- 
suche das experimentelle Material der Untersuchung auf neue, basische 
Stoffe ausgedehnt werden, wodurch die theoretische Erklärung der 
Versuche eine weitere Basis erhalten konnte. Andererseits schien un: 
diese Untersuchung auch darum nicht uninteressant, da sie möglicher- 
weise auf die noch ganz unerklärte, jeden befriedigenden Modellversuch 
entbehrende Alkaloidwirkungen ein Licht werfen konnte. Es ist doch 
klar, daß jede Veränderung der Permeabilität der Zellmembran starken 
biologischen bzw. pharmakologischen Wirkungen entsprechen muß. 

Die erste Frage war die, ob das Kollodiumfilter auch durch Alkaloide 
für Hämoglobin permeabel gemacht wird oder nicht. Zur Prüfung 
dieser Frage wurde folgenderweise vorgegangen: Zunächst wurden 
von den Salzen der einzelnen Alkaloide in destilliertem Wasser m/100 Ló- 
sungen hergestellt. Die Lösungen wurden dann mit einer stärkeren 
sekundären Natriumphosphatlösung versetzt, bis sie gegen Neutralrol 
neutral (mit gelblicher Ubergangsfarbe) reagierten. Die vom etwa 
entstandenen Niederschlag abgegossene Lösung wurde dann eine Stunde 
lang unter 3 Atm. Druck ultrafiltriert. Dann wurde der Filter ab- 
gespült und, wie vorher beschrieben, die Hämoglobinlösung zur Ultra- 
filtrierung aufgegossen. Die geprüften Stoffe sind die folgenden: 

Atropin, Pilocarpin, Coffein, Strychnin, Chinin, Morphin, Codein, 
Cocain, Novocain. 
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Das Resultat war bei Atropin, Pilocarpin, Coffein, Strychnin, 
hinin und Morphin positiv, d. h. der Filter wurde durch diese Stoffe 
ämoglobinpermeabel gestaltet. Bei Codein, Cocain und Novocain 
‚ar der Versuch negativ, d. h. diese Stoffe zeigten keine Wirkung 
uf den Filter. 

Die physisch-chemische Analyse dieser Permeabilitätssteigerung 
estaltete sich in ähnlicher Weise, wie in unserer ersten Mitteilung be- 
chrieben, und lieferte auch dieselben Resultate. Auch hier zeigte sich, 
laB die Wirkung eine reversible ist. Wurde nach dem Alkaloid eine 
stunde lang eine n/10 HCl-Lösung filtriert und hiermit das Alkaloid 
veggewaschen, so hat das Filter seine normale Impermeabilität Hämo- 
rlobin gegenüber zurückgewonnen. 

Die Filtrationsgeschwindigkeit des reinen Wassers, d. h. die Poren- 
weite haben wir mit Hilfe der Wirkung des Coffeins näher untersucht. 
Ebenso, wie bei den Versuchen unserer ersten Mitteilung, zeigte es sich 
auch hier, daß, trotzdem das Filter durch die Behandlung mit der Base 
hämoglobinpermeabel gestaltet wurde, die Filtrationsgeschwindigkeit 
des reinen Wassers vor, während und nach der Behandlung des Filters 
praktisch unverändert blieb. Im Falle des Coffeins ist dieser Versuch 
in den hiervon ableitbaren Schlußfolgerungen noch klarer und ein- 
deutiger als bei den geprüften kolloidalen Substanzen unserer ersten 
Mitteilung, wo eine etwaige Erweiterung des einen Teiles der Poren 
durch die Verstopfung anderer Poren vielleicht noch verdeckt werden 
konnte. Wir können also durch die Untersuchung des Coffeins be- 
haupten, daß die Hämoglobinpermeabilität zustande kam, ohne daß 
die (durch die Wasserfiltrationsgeschwindigkeit gemessene) Porenweite 
praktisch verändert wurde. 

In der ersten Mitteilung wurde die permeabilitätssteigernde Wirkung 
mit der Kapillaraktivität in Zusammenhang gebracht. Es fragte sich 
nun, ob die Alkaloide auch an der Kollodium — Wasseroberfläche 
kapillaraktiv seien? Da es nicht möglich war, hier die Spannungen 
zu messen, wählten wir zur Entscheidung dieser Frage die verwandte 
Oberfläche Wasser—Petroláther, an der wir die statischen Spannungen 
mit der Torsionswage gut messen konnten. Es ergab sich hierbei, 
daß die im Filterversuch wirksamen Alkaloide, Atropin, Strychnin, 
Morphin, Coffein und das Pilocarpin, an dieser Oberfläche in dem- 
selben Maße wirksam waren, wie an der Grenze Wasser—Luft. Das 
im Filterversuch unwirksame Cocain zeigte sich auch hier inaktiv 
und war nicht imstande, die Spannung an dieser Oberfläche Wasser — 
Petroläther nennenswert herabzusetzen. 

Da wir später diese Messungen noch weiter auszudehnen und dann 
auch ausführlich wiederzugeben gedenken, wollen wir auf ihre Be- 
schreibung nicht eingehen und uns mit der Nennung der Resultate 
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dieser Probeversuche begnügen. Wir wollen uns hier mit der Fest- 
stellung beschränken, daß diese Versuchsresultate also in keinem 
Widerspruch zu der in der ersten Mitteilung angeführten kapillar- 
aktiven Erklärung der Permeabilitätsveränderung stehen. 

An dieser Stelle möchten wir dem Gesagten bloß noch eme 
Worte über die mögliche biologische Bedeutung dieser Versuch: 
resultate beifügen, wenn wir auch hoffen, auf diese Frage auf breiten: 
Basis später noch zurückkehren zu können. 

Es ist wohl selbstverständlich, daß sich auf Grund der angeführt: 
Versuche noch nichts Bestimmtes über das Wesen der biologische 
Alkaldidwirkung aussagen läßt. Immerhin ist es aber auffallend, das 
die Permeabilitát einer dicken Kollodiummembran durch die Rei» 
biologisch so wirksamer Alkaloide in so starker, man könnte oer 
grober Weise verändert wird. Weiterhin sei daran erinnert, daß au“ 
schon eine geringe Alterierung der Zellmembran sehr kräftige biologis- 
Erscheinungen, d. h. pharmakologische Wirkungen hervorrufen mil 

Sehr auffallend und durchaus beachtenswert erscheint uns do 
Gegensatz zwischen der Wirkung von Morphin und Codein in unser: 
Filterversuch. Erstere macht das Filter permeabel, letztere era 
sich inaktiv und hatte keinen Einfluß auf das Filter. Bekanntiii 
ist von diesen chemisch so sehr nahe verwandten Stoffen der eir. 
das Morphin, biologisch in sehr hohem Maße aktiv, der andere, ds 
Codein, biologisch relativ inaktiv. 

Es fragt sich auch, ob etwa auch die diuretische Wirkung dr: 
Coffeins mit dem Resultat des Filterversuchs etwa in Verband g- 
bracht werden könnte, nachdem es sich doch zeigte, daß die Filtration- 
geschwindigkeit des reinen Wassers durch Coffein nicht veránder 
wird. Eine solche Möglichkeit scheint uns keineswegs ausgeschlosset. 
da wir es doch bei der Filtration des Blutes bzw. der Produktion vi: 
Urin nicht mit der Filtration von reinem Wasser zu tun haben. Schü 
bei der Filtrierung von Hämoglobin trat eine ‚„diuretische‘“ Wirkur; 
des Coffeins auf das Filter deutlich zum Vorschein, da das mit Coffei: 
unbehandelte Filter durch das zurückgehaltene Hämoglobin bali 
verstopft und somit auch seine Permeabilitát dem Lösungsmittl. 
dem Wasser gegenüber. weitgehend herabgesetzt wurde. Das mit Coffei 
vorbehandelte Filter ließ das Hämoglobin durch, wurde also nich: 
verstopft und zeigte somit seiner Kontrolle gegenüber eine starke 
„Diurese“. Es folgt aus den vorausgegangenen Erörterungen, da) 
diese Wirkung des Coffeins nicht mit einer (der Ellingerschen Theoret 
entsprechenden dehydrierenden) Wirkung des Coffeins auf das Häme- 
globin erklärt werden kann, da wir nach dem oben Gesagten den 
Angriffspunkt des Coffeins im Material des Filters selbst suchen | 


müssen. 
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Es wäre durchaus verfrüht, wollten wir die biologische Wirkung 
ler Alkaloide mit dem Filterversuch in Parallele stellen und erstere 
nit letzterem erklären. Immerhin möchten wir aber darauf hinweisen, 
laß die Unwirksamkeit des biologisch so wirksamen Cocains keineswegs 
swingend gegen eine solche Parallele bzw. Erklärungsweise spricht. 
Aus der großen Farbigkeit und weitgehenden Spezifizität der biolo- 
zıschen Alkaloidwirkung müssen wir doch schon ab Ovo eine weit- 
gehende Spezifität des mit dem Alkaloid in Reaktion tretenden 
Zellelementes voraussetzen. Ist das Cocain nicht imstande, die 
Grenzflächenspannung Petroläther— Wasser herabzusetzen und den 
Kollodiumfilter zu verändern, so ist es noch keineswegs gesagt, daß es 
auch nicht imstande ist, eine analoge Wirkung an gewissen spezifischen 
Phasengrenzflächen von Ganglienzellen oder Nervenstämmen auszuüben. 


Zusammenfassung. 

Durch die biologisch wirksamen Alkaloide Atropin, Pilocarpin, 
Coffein, Strychnin, Chinin, Morphin wird die hämoglobinimpermeable 
Kollodiummembran hämoglobinpermeabel gestaltet. Das biologisch 
unwirksame Codein ist auch im Filterversuch inaktiv. Cocain und Novo- 
cain haben keinen Einfluß auf den Filter. 

Es wird auf die mögliche biologische bzw. pharmakologische Be- 
deutung dieser Versuche hingewiesen. 
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III. Mitteilung. 


Über die Ausbreitung stark kapillaraktiver Substanzen auf der Wasser 
oberfläche mit Berücksichtigung des Problems der Nervenreizleitung. 


Von 
R. Brinkman und A. v. Szent-Györgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universität zu Groningen: | 
(Eingegangen am 2. Mat 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wenn wir eine künstliche oder biologische Membran als Syster: 
von Phasengrenzflächen betrachten, so muß, wie es in den vorige 
Mitteilungen angegeben wurde, das Einbringen einer stark kapillar- 
aktiven Substanz in die umgebende Lösung die Eigenschaften, auch 
die Permeabilitát der Membran erheblich ändern können. Eine wichtig 
Frage dabei ist, wie schnell sich eine geeignete, die Oberflächenenera: 
erniedrigende Substanz auf den Membranphasengrenzen ausbreiten 
wird. Wir untersuchten deshalb die Ausbreitung kapillaraktiver Sul- 
stanzen an der Oberfläche des reinen Wassers und gewannen dabi 
einige Resultate, welche auch für andere physiologische Anwendungtr 
der Kapillarchemie, zumal für das Problem der Nervenleitung, eint 
Bedeutung haben könnten. 

Wenn man auf eine reine Wasseroberfläche einige Campherkórnchen 
streut, so beobachtet man das bekannte Tanzen dieser Körnchen. 
verursacht durch eine geringe Oberflächenspannungserniedrigung unter 
dem Körnchen. Berührt man nun an irgend einer Stelle die Waser- 
oberfläche mit einem Stäbchen, das durch Reiben über die Gesichtshaut 
etwas fettig gemacht wurde, so beobachtet man einen sofortigen Still 
stand der Körnchen nicht nur in der Nähe des Stäbchens, sondem 
an der ganzen Oberfläche. Es muß sich also eine sehr dünne Fettsäur- 
schicht von einem Punkte aus auf die ganze Oberfläche verbreitet 
haben. Wir haben versucht, die Geschwindigkeit dieser Ausbreitung 
zu messen und haben weiter einige Untersuchungen über die allgemeinen 
Bedingungen dieser Oberflächenausbreitung angestellt. 
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Zur Schilderung der Methodik wollen wir einen Versuch beschreiben, 
ler an Hand beiliegenden Diagramms verständlich wird. Das Glasrohr 
von 1,25 m Länge und 2cm Durchmesser ist mit reinem Wasser von 
¡ner Oberflächenspannung von 74,5 Dynes halb gefüllt. Das Platin- 
ringchen für die Oberflichenspannungsbestimmung!*) ist durch eine 
Öffnung gesenkt, und das am Kymographion befestigte Glasrohr wird 
mit diesem durch die Palmersche Schraubenvorrichtung vorsichtig so 
hoch aufgeschraubt, bis die Wasseroberfläche das Ringchen gerade 
berührt. Dann wird die auf Nullpunkt arretierte Torsionswage des- 
arretiert und auf 72,5 mg angespannt, so daß nur noch eine Spannungs- 
erniedrigung von 2 Dynen nötig ist, die gespannte Wasseroberfläche 
zu trennen. Ist dies geschehen, so federt der Torsionshebel nach oben 
und schließt den 2 mm höher sich befindenden Kontakt, was mittels 
des Elektromagneten auf der schnell rotierenden Trommel markiert wird. 





Torsions 
Woge 


Abb. 1. 


Die kapillaraktive Substanz befindet sich in Mengen von 0,0001 
bis 0,0010 ccm in der Spitze einer feinen Pipette, welche mittels einer 
Schraube auf L mm Abstand über die Wasseroberfläche gestellt wird. 
Ein leichtes Zusammendrücken des Gummiballons genügt, um die 
Substanz auf die Wasseroberfläche zu spritzen. Dieser Augenblick 
wird durch den Magneten markiert. 

Wenn man nun 0,0002 ccm von z. B. Capronsáure auf die Ober- 
fläche spritzt, so beobachtet man das Entstehen einiger Oberflächen- 
wellen, ‘welche sich mit so weit sichtbar, konstanter Geschwindigkeit 
in beiden Richtungen fortbewegen. Erreicht die Welle den Ring, so 
löst sich dieser . Dies ist sicher kein mechanisches Losreißen des Ringes, 
denn eine sehr viel stärkere mechanische Wellenbewegung des Wassers 
ist nicht imstande, dasselbe zu machen. Der Ring löst sich durch die 
lokale Erniedrigung der Oberfláchenspannung um mindestens 2 Dynen. 

Die folgende Tabelle gibt eine Übersicht über die Ausbreitungs- 
geschwindigkeit einiger Substanzen bei einer Temperatur von 30° und 





1) Brinkman und "an Dam, Münch. med. Wochenschr. 1921, S. 1550. 


18 * 
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bei einer Anspannung des Ringes, welche noch 2 Dynen zum Læ 
reißen benötigte. 

Methyl- und Äthylalkohol, Äther, Petroläther, Benzin, Paraffinä, 
Glycerin, Pyridin und Alkaloide können sich nicht in der Weise sel 
der Oberfläche verbreiten, daß der Ring in kurzer Zeit gelöst win 
Offenbar vermögen das nur diejenigen Substanzen, welche sta 
kapillaraktiv, aber nur wenig wasserlóslich sind, wie die höher 
Glieder der Traubeschen Fettsäurenreihe. 

Man ersieht aus der Tabelle, daß die Ausbreitungsgeschwindigk# 
der Substanzen im allgemeinen dieselbe ist, und daß die Bewegu 
über die Oberfläche mit ziemlich konstanter Schnelligkeit vor sich g 
Wenn die Kapillaraktivitát am größten ist (alkoholische Ölzim 
lösung), ist auch die Bewegung am schnellsten. Die Temperatur Mi 
keinen deutlichen Einfluß. 























Substanz | Menge Distanz Zeit 
ges BR ZE A EE NE ccm | cm = 
Ameisensäure . . 2. 2.2... 0,002 | 25 | Ring wird nicht ges 
Essigsäure. . . . 22.220. | 0,002 Do, a ES 
Propionsáure . . ...... 0,002 25 i „ 2 S 
n-Buttersäure . . . ..... ' 0,002 25 | , A 4 
«-Oxybuttersáure . . .... | 0,0003 25 1,05 Sek. 
SEET ! 0,0003 | 50 21. 
a e a ; 0,0003 | 75 3,05 , 
p-Oxybuttersáure ...... ¡0,0003 | 25 ' Ring wird nicht gs 
EEN ‚0,002 50 Yo er 
Milchsäure ......... ! 0,002 25 Sr A 
Capronsäure. . . 2.2.2... 0,0003 25 1,1 Sek. 
DECKEN 0,0003 | 50 21, 
O SC - 0,0003 | op" $ o 
Caprinsäure `, ' 0,0003 | 25 1,02 . 
E E E | 0,0003 | 50 | 2 „ 
S SEENEN ! 0,0003 | 75 295 , 
Bea | 0,0003 |: 95 37, 
Olsáuro `... 0,0001 | 25 1,05 , 
dE o... V 0,0001 | 50 S 
GEET l 0,0001 | 75 3 8 
10 proz. alkohol. Ölsäurelösung || 0,0002 | 50 16 , 
P x a | 0,001 25 08 , 
2, $ ý ' 0,001 50° 1,65 , 
05 „ > S | 0,001 25 | 0,85 , 
0,5 ” D ” y 0,001 50 | 1,6 ” Z 
01, a S | 0002 | 25 | Ring wird nicht gel 
10 , Natrium-Oleinatlósung | 0,0002 | 25 ` ‚8 Sek. 
10 „ N „ , 0,0002 | 50 Lë, o 
E: $ f ' 0,002 | 25 | Ring wird nicht ges 


Interessant ist noch, daß eine lOproz. Natriumoleinatlösung £ 
nügend Moleküle enthält, welche sich an der Oberfläche ausbreiten 
können, aber daß diese in einer zehnfachen Menge der lproz. Lem 


nicht mehr vorhanden sind. Wahrscheinlich enthält die 10proz. Lem 


| 
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Loch ziemlich viel nicht dissoziierte Moleküle, an die ja die starke 
Jberflächenwirkung gebunden ist. 


Wir können aus den Messungen mit alkoholischer Ölsäurelösung 
>ine orientierende Berechnung über die Schichtdicke machen, welche 
für die Ausbreitung der kapillaraktiven Substanz wenigstens nötig ist. 
Wir nehmen dabei an, daß die ganze freie Oberfläche des Rohres mit 
Wasser benetzt ist, und daß die Ölsäure sich an dieser ganzen Ober- 
fläche als eine zusammenhängende Schicht ausbreitet. Für eine Distanz 
von 50 cm gibt das eine Oberfläche von 260 qem. Weil die aufgespritzte 
Substanz sich gleichmäßig nach beiden Seiten verbreitet, so wird nur 
die Hälfte den Ring erreichen; wir können also nur die Hälfte der 
Substanz in Rechnung bringen. So wird also die Ölsäure-Schichtdicke 
der O,1proz. Lösung bei 0,001 ccm Substanz auf 50 cm Distanz 0,2 uu 
sein. Eserfolgen nun aus der Tabelle und aus den ergänzenden Messungen 
nachstehende Verhältnisse: 








| Schicht. Schicht. 
j I! dicke auf dicke auf j 
Ölsäuremenge | 25cm Erfolg 50 cm Erfolg 
Distanz ¡| Distanz 
ts pu j. Ji AM 











0,001 eem der 0,1 proz. Lösung 0,04 "Nicht gelöst | 0,02 | Nicht gelöst 
0,0 04 





0,002 , „ 0,lproz. „ ‚ 0,08 = 5 0, a $ 
0,001 , „ 0j5proz. „ ' 0,2 Gelöst 0,1 j 5 
0,002 „ „ 0,5 proz. B 04 A 0,2 Gelöst 
0,001 „ „ 2proz. a 0,8 5 | 04 | 


Es folgt also, daß die minimale Schichtdicke 0,2 uu ist, so daß 
wir die Ölsäureschicht, welche sich auf der Oberfläche ausbreitet, als 
von monomolekularer Dicke betrachten können. Die extreme Dünnheit 
dieser Schicht ist wahrscheinlich die Ursache, daß sie nur sehr kurz 
bestehen bleibt. Ungefähr 1 Minute nach dem Aufspritzen der mini- 
malen Substanzmenge ist die Oberflächenspannungserniedrigung wieder 
verschwunden, so daß man beim Aufbringen neuer Ölsäure genau 
dieselbe Oberflächenverbreitung bekommt. Erst wenn der Versuch 
drei- bis viermal wiederholt ist, wird die Oberflächenspannung des 
Wassers bleibend erniedrigt. 

Es schien uns interessant, einmal zu überlegen, inwieweit die 
beobachtete Leitung einer kapillaraktiven Substanz über die Wasser- 
oberfläche mit dem Vorgang der Nervenreizleitung in Zusammenhang 
gebracht werden konnte. Es ist ja wohl anzunehmen, daß im all- 
gemeinen kapillaraktive Substanzen bei dem Vorgang der Zellerregung 
eine wichtige Rolle spielen können, indem sie auf die Permeabilität 
der Zellmembran einen großen Einfluß ausüben (Narkose, s. auch 
Mitteilung I und II dieser Reihe). 
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Man könnte sich auf Grund der obigen Versuche die Vorstellung 
machen, daß, wenn eine kapillaraktive Substanz auf irgend einer Stell- 
an die Grenzfláche der Nervenfibrillen gebracht wird, sie dann is 
ähnlicher Weise sich an dieser Grenzfläche verbreiten würde. So würd 
die Substanz direkt den Fasern entlang geleitet werden und nac; 
der Reizperiode wieder verschwinden, wie auch die Wasseroberfläch- 
schnell ihre ursprüngliche Spannung wiedergewinnt. Auch die Narko 
der Nerven würde sich dann erklären, da die Spannung an der narkoti. 
sierten Stelle erniedrigt ist und deshalb keine oberflächenaktive For- 
leitung stattfindet. 


Wenn wir einen Vergleich zwischen der Nervenreizleitungsgeschwir- 
digkeit und -Ausbreitung über die Wasseroberfläche machen, so ix 
die erste Frage, ob eine Grenzflächenleitungsgeschwindigkeit unter 
Verhältnissen, wie sie im Nerven vorkommen, eine Größe von wenigster: 
60 m per Sekunde erreichen kann? Diese Frage können wir nich! 
beantworten, möchten aber darauf hinweisen, daß die ganz extrem: 
Krümmung, wie wir sie in den Flüssigkeitsgrenzflächen der Nerven 
fibrillen haben, eine stark erhóhte Spannung bedingen kónnte un: 
das Ausbreiten hier nur in einer Dimension stattfinden kann. 


Daß die Grenzflächenleitungsgeschwindigkeit mit steigender Ober- 
flächenspannung wächst, geht aus einigen Versuchen hervor, in dene: 
wir die Geschwindigkeit auf der Oberfläche von Wasser-Alkohci- 
gemischen maßen. Es besteht ungefähr eine lineare Beziehung zwischen 
Oberfláichenspannung und Ausbreitungsgeschwindigkeit der Capron- 
säure, wie folgende Tabelle ersehen läßt. 





L Oberflächen» Ä Ausbreitungs. 











„Proz. ` d it für 50 
er ' "st | Diaz ` 
2 den | Sek. ` 

| 

0 74,5 1,90 

] 706 | 1,92 

3 66,7: 1,96 

5 63,3 | 2,06 

7 59,2 | 2,34 





Es wäre also möglich, daß eine Erhöhung der Spannung über 
die der von uns verwendeten Wasseroberfläche zur Steigerung der 
Leitungsgeschwindigkeit Anlaß geben könnte. Weiter gibt es natürlich 
an den in den Nerven vorkommenden Grenzflächen ganz andere Ver- 
hältnisse als an der relativ einfachen Wasseroberfläche. Wir haben 
diese Erwägungen dann auch nur wiedergegeben, um einmal die An- 
dacht der Forscher auf eine derartige kapillaraktive Erklärungsmöglich- 
keit der Nervenreizleitung zu lenken. 
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Nachtrag bei der Korrektur. Es schien uns noch interessant zu ent- 
:cheiden, ob eine der oben beschriebenen analoge Fortpflanzung kapillar- 
ıktiver Stoffe auch an der Oberfläche flüssig-flüssig stattfindet. Die 
Versuche wurden an der Oberfläche Wasser— Petroläther in der oben be- 
schriebenen: Röhre ausgeführt. Das Wasser wurde mit Petroläther über- 
schichtet, und der Ring an der Torsionswage in das Wasser gesenkt, in 
dessen Oberfläche es haften blieb, und sich entsprechend anspannen ließ. 
Als kapillaraktive Substanz diente die Kapronsäure. Es zeigte sich hierbei, 
daß beim Einspritzen der Substanz auf die Wasser — Petrolätheroberfläche 
hier eine der oben beschriebenen ganz ähnliche Welle entstand und sich 
mit etwas noch größerer Geschwindigkeit wie an Wasser — Luft fortpflanzte. 
Die Welle trug auch hier die kapillaraktive Substanz mit sich, da sich 
der Ring auch hier von der Oberfläche loslöste, sobald er durch die 
Welle erreicht wurde. 


Oberflächenspannung 
des Protoplasmas und kapillaraktive Stoffe. 


Von 


W. W. Lepesehkin. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universität Prag.) 
(Eingegangen am 2. Mai 1923.) 


In einem früher erschienenen Aufsatze!) habe ich schon Ge ' 
legenheit gehabt, darauf hinzuweisen, daß, obwohl die Oberflächer- 
spannung des Protoplasmas der behäuteten Pflanzenzellen durch kein: 
direkte Beobachtung bestimmt werden kann, ihre Größe sich doc 
auf Grund theoretischer Betrachtungen ungefähr berechnen läßt. Maı 
könnte sie nämlich gleich 3,5 mg/mm setzen. Um so interessanter 
war es mir, die Abhandlung Czapeks kennenzulernen?), welche über 
eine Methode zur direkten Bestimmung der Oberflichenspannung der 
Plasmahaut der Pflanzenzelle berichtete. 

Diese Methode beruht bekanntlich darauf, daß bei einer bestimmter. 
Konzentration kapillaraktiver Stoffe im eine Pflanzenzelle umgebenden 
Wasser eine rasche Exosmose der im Zellsaft derselben gelösten kolloi- 
dalen Stoffe stattfindet. Die Oberflächenspannungen der eine solche 
Exosmose hervorrufenden Lösungen verschiedener Stoffe erweisen 
sich in Versuchen Czapeks ungefähr gleich und werden ohne weiten: 
der Oberflächenspannung des Protoplasmas als gleich angenommer. 
Das Protoplasma soll nach Czapek Lipoide in disperser Form enthalten, 
und da sie die Oberflächenspannung des Wassers erniedrigen, sollt: 
sie sich an der Plasmaoberfläche sammeln und dadurch die bekannt 
Semipermeabilitát der Plasmahaut bedingen. „Wenn nun bei der 
Einwirkung von verschiedenen oberflächenaktiven Stoffen‘, en 
Czapek, „unabhängig von der chemischen Natur der Substanz, allemal 
bei einer bestimmten Oberflichentension sich eine abnorme Durch- 
lässigkeit der Plasmahaut einstellt, so ist zu vermuten, daß die ein- 
gedrungene Substanz die oberflächenaktiven Stoffe der Plasmahaut 
verdrängt hat“ (1. c., S.5l). 

Setzen wir voraus, daß diese Vermutung Czapeks richtig ist. so 
ist es doch unberechtigt, anzunehmen, daß die Oberflächenspannung 
des Protoplasmas im Augenblick der gegenseitigen Verdrängung der 


1) Ber. d. Deutsch. Botan. Gesellsch. 26a, 203, 1908. 
2) Fr. Czapek, Über eine Methode zur direkten Bestimmung der Ober- 
flächenspannung der Plasmahaut von Pflanzenzellen. Jena 1911. 
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Stoffe der Oberflichenspannung der Lösung gleich ist. Nach der 
Ansicht des genannten Verfassers selbst muß man ja das Protoplasma 
Mier wenigstens die Plasmahaut als eine selbständige Phase betrachten; 
es ist aber vollkommen unbekannt, ob die Konzentration und die 
Oberflächenaktivität eines Stoffes, der in diese Phase eingedrungen 
ist, der Konzentration und der Oberfláichenaktivitát dieses Stoffes in 
der Außenlösung gleich bleibt. Im Gegenteil, eine Änderung der beiden 
Größen mit der Änderung der Phase ist sehr wahrscheinlich. Die oben 
angeführte Vermutung Czapeks, daß die abnorme Durchlässigkeit der 
Plasmahaut durch eine Verdrängung der Lipoide derselben durch ein- 
gedrungene Stoffe verursacht wird, ist aber selbst unwahrscheinlich. 
Denn, wenn es so wäre, so müßte die normale Durchlässigkeit wieder 
hergestellt werden, sobald der oberflächenaktive Außenstoff entfernt 
sein würde. Nach Czapek ist aber die Veränderung der Durchlässigkeit 
irreversibel (l. c., S. 50). Andererseits müßte sich die abnorme Durch- 
lässigkeit, wenn sie durch eine gegenseitige Verdrängung der Stoffe 
verursacht wäre, sehr bald nach dem Eintragen der Zellen in die 
Lösungen von oberflächenaktiven Stoffen einstellen. In den Versuchen 
Czapeks mußten aber die betreffenden Pflanzenschnitte in diesen 
Lösungen 24 Stunden verbleiben, um einen vollständigen Austritt 
von Gerbstoffen aus den Zellen sehen zu lassen. Der Verfasser erwähnt 
überhaupt nicht, ob kleinere oder größere Konzentrationen derselben 
Stoffe eine solche Exosmose hervorzubringen imstande waren. In- 
dessen zeigten Versuche von W. Baranow, die in meinem Laboratorium 
gemacht waren, daß ein vollständiger Verlust von Gerbstoffen durch 
Echeveriazellen auch bei Einwirkung von größeren und kleineren 
Konzentrationen der kapillaraktiven Stoffe stattfinden kann, daß 
aber dabei die Zeit der Einwirkung verhältnismäßig kleiner oder größer 
sein muß. So wurden die in der nachstehenden Tabelle zusammen- 
gestellten Resultate bei der Bestimmung der Zeit der Alkoholeinwirkung 
erhalten, welche nötig war, um eine so starke Exosmose von Gerbstoffen 
aus den Blattzellen von Echeveria glauca zu erzielen, daß Coffein 


schon keinen Niederschlag mehr im Zellsafte hervorzubringen im- 
stande war. 
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Wir müssen also schließen, daß eine abnorme Durchlässigkeit 
der Plasmahaut durch Alkohollösungen, welche verschiedene Ober- 
flächenspannungen besitzen, hervorgerufen werden kann. Je größer 
die Oberflächenspannung ist, desto mehr Zeit ist erforderlich, un 
eine gleiche Durchlässigkeitsänderung hervorzurufen. Diese Änderung 
ist also nicht mit einer bestimmten Größe der Oberflächenspannur: 
der Außenlösung verbunden, wie es Czapek annimmt. 

Die Ursache der irreversiblen Durchlässigkeit des Protoplasma: 
für Gerbstoffe liegt zweifellos in physikalischen und chemischen Ande- 
rungen des Protoplasmas, welche das Absterben begleiten. Das tot: 
Protoplasma ist ja bekanntlich für alle gelöste Stoffe durchlässiz. 
unabhängig davon, ob sie kolloidal oder molekular löslich sind. Id 
habe schon früher darauf hingewiesen, daß anästhesierende Stoffe. 
welche zugleich oberflächenaktiv sind, eine Koagulation der Eiweißkörper 
des Protoplasmas bewirken und dadurch das Absterben desselben 
verursachen, das stets mit dem Auftreten einer abnormen Durch- 
lässigkeit verbunden ist!). Ich habe damals auch das betont, dat 
die Koagulation eine. Funktion der Zeit ist. Neuerdings habe ich nu 
gezeigt, daß diese Koagulation als Folge der Denaturation der Eiweib- 
körper zustande kommt, deren Geschwindigkeit durch oberflächen- 
aktive Stoffe sehr stark beschleunigt wird.. Es erwies sich ebenfall: 
daß diese Geschwindigkeit eine Funktion der Konzentration de: 
wirkenden Stoffes in der Lösung ist?). 

Daß bei der Einwirkung von Alkohol auf Echeveriazellen ein: 
Koagulation der Plasmastoffe stattfindet, welche vom Auftreten der 
Durchlässigkeit des Protoplasmas für Gerbstoffe begleitet wird, is 
aus dem folgenden Versuche zu ersehen, der von Baranow ausgeführ 
worden ist. 

Die Blattschnitte von Echeveria glauca wurden mit einer 13proz. 
Zuckerlósung plasmolysiert und, nachdem die Protoplasten beständig 
Volumina annahmen, in gleich starke Zuckerlösungen, die aber ver- 
schiedene Mengen von Äthylalkohol enthielten, hinübergetragen und 
von Zeit zu Zeit unter dem Mikroskop beobachtet. 

Die erste Wirkung von Alkohol bestand darin, daß die Zellen 
sich nicht mehr deplasmolysieren ließen; das Protoplasma war als 


1) Man siehe darüber in meinen Arbeiten: ,,Zur Kenntnis der Plasma- 
membran I“, „Zur Kenntnis der Plasmamembran II‘, Ber. d. deutsch. 
Botan. Gesellsch. 1910; ‚Über die Einwirkung der anästhesierenden Stoffe”, 
ebendaselbst 1911; „Zur Kenntnis der Todesursache‘‘, ebendaselbst 1912: 
Über chemische Zusammensetzung der Plasmamembran, ebendaselbst 1911; 
Über physikalisch-chemische Beschaffenheit der lebenden Substanz, Koll. 
Zeitschr. 1913. 

2) Koll.-Zeitschr. 1922/23. 
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n dem Maße geschädigt, daß schon eine verhältnismäßig schwache 
mechanische Wirkung auf den Protoplast, welche eine Ausdehnung 
les letzteren durch Deplasmolyse ausübt, zur Tötung und zum Verlust 
von selektivpermeablen Eigenschaften führte!). Bald darauf ver- 
minderte sich das Protoplastenvolumen, wurden die Umrisse der Proto- 
plasmas unregelmäßig (also die Protoplastenform war nicht mehr 
kugelig) und erschienen im Protoplasma zahlreiche Körnchen, welche 
eine Koagulation der Plasmastoffe kennzeichneten. Die Zellen waren 
tot. Von nun an begann der Austritt der Gerbstoffe aus dem Proto- 
plasteninnern und nach Verlauf von einigen Stunden gab Coffein 
keinen Niederschlag mehr und nahm der Protoplast das Aussehen 
eines zusammengeknitterten Klümpchens an. 


In einem der oben zitierten Aufsätze habe ich gezeigt, daß die 
Konzentration der oberflächenaktiven Stoffe, die eine Koagulation 
des Protoplasmas hervorruft, viel kleiner ist als diejenige, welche die 
Koagulation des Eiweißstoffes verursacht, und daß der Unterschied 
um so größer ist, je größer der Teilungskoeffizient des betreffenden 
Stoffes zwischen Wasser und Öl ist. Die oberflächenaktiven Stoffe 
werden offenbar in lipoiden Substanzen des Protoplasmas angehäuft, 
und. da letztere sich mit Eiweißstoffen im engsten Zusammenhange 
befinden, werden diese Stoffe bei einer verhältnismäßig kleinen Kon- 
zentration der oberflächenaktiven Stoffe in der Außenflüssigkeit 
koaguliert. Damit wird der so oft beobachtete Zusammenhang zwischen 
der Konzentration von oberflächenaktiven Stoffen, die einen Austritt 
der Gerbstoffe aus Echeveriazellen bewirkt und derjenigen, welche 
eine Narkose hervorruft, erklärt?2). Die letztere resultiert ja auch 
von der Anhäufung der erwähnten Stoffe in lipoiden Substanzen des 
Protoplasmas. Zugleich werden auch Ausnahmen von dieser Regel 
verständlich, weil Eiweißkörper verschiedener Art durch verschiedene 
Stoffe ungleich stark koaguliert werden können. 


Was nun die öfters beobachtete Beziehung zwischen der Ober- 
flächenspannung der Wasserlösung vieler Stoffe und ihrer letalen oder 
narkotisierenden Wirkung betrifft, so sei zuerst darauf aufmerksam 
gemacht, daß eine solche Beziehung nicht immer beobachtet wird. So 
konnte L. Kofler und Th. Weevers keine Beziehungen zwischen Ober- 


flächenspannung und Einwirkung von Saponin und anderer Stoffe 
finden?). 


1) Darüber ist in meinen oben zitierten Arbeiten berichtet. 


2) H. M. Vernon, Die Rolle der Oberfliichenspannung usw., diese 
Zeitschr. 51, 1, 1913. 


3) L. Kofler, ebendaselbst 129, 64, 1922. — Th. Weevers, Becueil d. 
Trav. bot. Nieerl. 11, 311—341, 1914. 
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Selbst J. Traube, dessen Nachfolger Czapek ist, weist hin, dab 
die Oberflächenaktivität nicht in allen Fällen entscheidend ist und 
daß die Zeit der Giftwirkung eine große Bedeutung hat!). Die Ober- 
flächenspannung hat also keinen direkten Einfluß auf die betreffender 
Vorgänge. Wenn die erwähnte Beziehung beobachtet wird, so könnt: 
dies nur zufällig sein, weil die Oberflächenspannungsgröße sich in einen 
Zusammenhang mit anderen physikalischen Größen befindet, so z. B. 
mit der Dielektrizitätskonstante?). Die letztere hat aber eine grob 
Bedeutung für Koagulation, weil die elektrische Attraktion der in 
einer Flüssigkeit suspendierten Teilchen der Dielektrizitätskonstant- 
dieser Flüssigkeit umgekehrt proportional ist. Da aber die ober- 
flächenaktiven Stoffe sich ım Protoplasma anhäufen, müssen sie di 
Dielektrizitätskonstante des Dispersionsmittels desselben erniedrigt 
und deswegen die Koagulation des Protoplasmas, der Größe ihrer 
Dielektrizitätekonstante oder Oberflächenaktivität entsprechend, te- 
günstigen. 

Zum Schluß möchte ich noch die von Czapek beobachtete "Ta. 
sache erwähnen, daß Emulsionen von Lecithin, Mohnöl usw., went 
sie die nötige Oberflächenspannung haben, eine Exosmose von Gerb- 
stoffen aus Echeveriazellen bewirken können. Nach unseren Unter- 
suchungen sind diesen scheinbar neutralen Substanzen stets frei 
Säuren beigemengt. Wenn aber diese Emulsionen vorher mit Natrium- 
bicarbonat neutralisiert werden, so beobachtet man nie ein Austreten 
der Gerbstoffe aus den Zellen, vorausgesetzt, daß bei der Zubereitung 
dieser Emulsionen nur vollkommen reiner, über Natrium destillierter 
Äther verwendet wird. Die Oberflächenspannungen solcher Emulsioner. 
mögen zwischen 0,56 bis 0,68 und 0,68 bis 0,98 variieren, die Exosmos 
der Gerbstoffe findet aber nie statt. Somit muß ich ihre Wirkung 
der Anwesenheit der giftigen Säuren zuschreiben. 


1) J. Traube und R. Somogyi, diese Zeitschr. 120, 90— 92, 1921. 
2) Freundlich, Kapillarchemie 1909, S. 39, 72. 


Über den Kohlenhydratstoffwechsel bei Avitaminose. 


V. Mitteilung. 


Über den Einfluß von Produkten innersekretorischer Drüsen und einiger 
Arzneimittel auf die Reduktionswerte von Blut und Harn. 


Von 
J. A. Collazo (Montevideo) und S. N. Gohse (Kalkutta). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 13. April 1923.) 


Nachdem der eine von uns (Collazo) in früheren Mitteilungen die 
tiefgreifende Störung, die der Kohlehydratstoffwechsel und insbesondere 
der Reduktionswert des Blutes im Verlaufe der Avitaminose erkennen 
läßt, dargetan hat, war es von Interesse, zu untersuchen, wie sich im 
avitaminösen Körper der Blutzuckerspiegel und die Zuckerausscheidung 
durch die Nieren unter dem Eindruck subkutaner bzw. intramuskulärer 
Injektionen von Produkten innersekretorischer Drüsen (Adrenalin, 
Hypophysin aus dem Hinterlappen, Thyreoidin, Pankreatin) und 
einiger Arzneimittel, wie Coffein, Diuretin und Phloridzin, die mit 
der Nierentätigkeit in Beziehung stehen, verhält. Zum Vergleich 
wurden dieselben Versuche an Normaltieren und Tieren im Hunger- 
zustande gemacht. Als Versuchstier diente der Hund, dem nach der 
Borodenkoschen Methode eine permanente ‚Harnblasenfistel angelegt 
worden war, damit der Harn mühelos in jedem beliebigen Zeitintervall 
zur Untersuchung gewonnen werden konnte. Wir arbeiteten an zwei 
avitaminösen und zwei Hungerhunden in jedem Versuche. Bevor die 
Tiere avitaminös ernährt oder hungern gelassen worden waren, wurden 
dieselben Versuche im Normalzustand dieser Tiere gemacht, die später 
auch im avitaminösen bzw. im Hungerzustande angestellt wurden. So 
konnte die Wirkung der Injektion jedes einzelnen Präparates an dem 
gleichen Tiere im Normalzustande wie im Hungerzustande bzw. im 
avitaminösen Zustande verglichen werden. 


1. Die Versuche mit Adrenalin. 


Wenn man den normal ernährten, etwa 10 kg schweren Hunden im 
nüchternen Zustande nach der Eingießung von 150 ccm Wasser durch die 
Sonde in den Magen, um genügende Harnmengen zu erhalten, 1 ccm einer 
lprom. Adrenalinlösung, in ¿5ccm physiologischer Kochsalzlösung auf- 
genommen, subkutan injizierte, so stieg der Reduktionswert des Blutes 
innerhalb von 1, bis 1 Stunde auf etwa das Doppelte an und ging dann rasch 
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wieder im Verlauf von höchstens noch 1 bis 11, Stunden auf die Norm 
zurück. Im Harn erschien der erste Zucker etwa !/, Stunde nach de: 
Adrenalininjektion; der höchste Harnzuckerwert wurde im Verlauf de 
absteigenden Kurve der Blutzuckerwerte gefunden, die gesamte Zucker. 
ausscheidung durch den Harn dauerte höchstens 2 Stunden. 

Wenn man nun ein solches Tier etwa 15 Tage hungern (nicht dürsten! 
ließ, so zeigten die Reduktionswerte im Blute und Harn bei der im übrig 
gleichen Versuchsanordnung nach der Adrenalingabe folgende V eränderunger. 
Zu diesen Hungerversuchen bemerken wir noch, daß die Tiere immer n:i 
dem täglichen Trinkwasser, um eine Salzverarmung des Körpers zu ver- 
meiden, eine zu ihrem Körpergewicht passende Menge eines Salzgemisch-: 
erhielten, wie wir es bei den Versuchen mit vitaminfreier Ernährung z: 
geben pflegten. 

Nach der Adrenalininjektion stieg beim hungernden Tiere der Reduktiors- 
wert des Blutes deutlich langsamer an, als beim Normaltier. Der aufsteigend: 
Schenkel der Blutzuckerkurve zog sich über mehrere Stunden hin, dan: 
erfolgte ein rapider Absturz, so daß der normale Reduktionswert des Blute 
etwa zur gleichen Zeit wieder erreicht war, wie bei dem Normaltiere. Dr 
Glykosurie begann etwa 1, Stunde nach der Adrenalininjektion; der Höb- 
punkt der (ilykosurie lag hier wie dort im Bereich des absteigenden Schenkel: 
der Blutzuckerkurven. Bei den avitaminós mit tagelang gekochtem Pferde- 
fleisch, poliertem Reis, Schweineschmalz und Salzgemisch ernähren 
Hunden wurden die Adrenalinversuche zum Teil im Verlauf der erste: 
5 Wochen, zum anderen Teil in späteren Wochen der Avitaminose gemacht 

Immer befanden sich die Tiere aber im hy porglykamischen Stadiun 
der Krankheit. Bei den Versuchen, die im Verlauf der ersten 5 Wochen der 
Avitaminose angestellt wurden, waren die Ergebnisse genau so, wie diejeniger 
der Versuche an den hungernden Tieren. Bei der Avitaminase waren di 
Blutzuckerwerte etwas höher und die Harnzuckerwerte etwas niedriger. 

Bei den Versuchen aber, die in den späteren Stadien der Avıtamin 
angestellt wurden, also z.B. nach zehnwöchiger avitaminöser Fütterung. 
ergab sich folgendes: Die Adrenalindosis, die an demselben Tiere im Normal: 
zustande oder in einer früheren Periode des avitaminösen Zustandes, oder 
die bei einem anderen ungefähr gleich schweren Tiere im Hungerzustand 
die oben beschriebenen Erscheinungen gemacht hatte, schien in diesen. 
späteren Stadium der Avitaminose zu versagen. Es trat bei dieser Dosis von 
l cem der l prom. Adrenallósung so gut wie gar keine Steigerung des Blutzucker- 
gehaltes und keine Glykosurie auf. First nachdem die etwa vierfache (4 cemi 
Adrenalindosis auf einmal verabfolgt worden war, liefen alle Erscheinungen 
am Reduktionswerte des Blutes und Harnes so ab, wie wir es bei der kleinen 
Adrenalindosis im früheren Stadium der Avitaminose beobachtet hatten. 

Aus allen diesen Versuchen ergibt sich, daß der hungernde Körper 
sich dem Adrenalin gegenüber ungefähr ebenso verhält, wie ein Körper im 
früheren Stadium der Avitaminose. Im Vergleich zum normalen Körper 
beobachteten wir bei diesen beiden Zuständen eine verzögerte Reaktion 
in der Ausschüttung reduzierender Substanzen aus den Geweben ins Blut, 
vielleicht also eine Verzögerung der Mobilisation noch im hungernden 
oder avitaminósen Körper vorhandener Kohlehydratdepots oder der Bildunz 
anderer reduzierender Substanzen. 

Im Hunger und bei der Avitaminose verfügt der Körper ja, wie auch 
aus einer früheren Mitteilung des einen von uns (Collazo) hervorgeht, aller- 
dings nur über sehr spärliche (ilvkogendepots. Im späteren Stadium 
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ler Avitaminose bedarf es, um die Steigerung der Reduktionswerte zu 
=rzielen, einer sehr viel stärkeren Aufpeitschung des Körpers durch größere 
Adrenalindosen. 

Ich erinnere in diesem Zusammenhange an die Tatsache, daß ein 
normaler Körper, der häufig mit Adrenalin innerhalb einer Woche gespritzt 
wird, allmählich gegen Adrenalin sich mehr und mehr refraktär verhält, 
d. h. es bedarf immer größerer Adrenalinmengen, um bestimmte Effekte 
in ihm zu erzielen. Daß bei der Avitaminose etwas Ähnliches durch eine 
chronisch verstärkte Adrenalinausschüttung von seiten der Nebenniere 
vorliegt, wäre immerhin möglich. Tatsache ist, daß der Adrenalingehalt 
der avitaminösen Nebenniere größer ist, als derjenige des normalen Organs. 


2. Die Versuche mit Hypophysin. 

Zu den Versuchen mit Hyphophysin wurde das von Boruttau kontrollierte 
Präparat aus dem Hinter- und Mittellappen der Firma Queisser & Co. benutzt. 

Wenn man einem normalen Tiere im nüchternen Zustande, also unter 
denselben Bedingungen, unter denen die Adrenalinversuche gemacht . 
wurden, l ccm dieser eiweißfreien Hypophysinlösung injiziert, so steigt der 
Blutzucker innerhalb der ersten Viertelstunde an und fällt auch innerhalb 
dieser Zeit wieder ab und bleibt fernerhin auf normaler Höhe. Es handelt 
sich also um eine momentan auftretende und wieder verschwindende Reaktion, 
ähnlich einer Reflexzuckung. 

Bei einem Hunde, der etwa 15 Tage gehungert hatte, hatte die gleiche 
Hypophysininjektion folgende Wirkung: Der Reduktionswert des Blutes stieg 
wie bei dem normalen Tiere plötzlich an, aber es folgte nun ein ganz allmäh- 
liches Abklingen auf den anfänglichen Wert innerhalb von etwa 3 Stunden. 

Bei dem aritaminösen Tiere, das sich in der siebenten Woche seiner 
Krankheit im hyperglykämischen Stadium der Avitaminose befand, schnellte 
der Reduktionswert des Blutes noch rascher in die Höhe, als bei dem Normal- 
tiere, und sank innerhalb einer Viertelstunde unter den früheren Wert und 
kehrte dann langsam auf diesen Anfangswert zurück. 

Aus alledem ergibt sich, daß das avitaminóse Tier eine gewisse Über- 
empJindlichkeit gegen das Hypophysin besitzt, der aber eine gewisse Erschlaffung 
in der Zufuhr reduzierender Substanzen in das Blut als Nachwirkung folgt. 
Das Hungertier zeigt im Gegensatz hierzu durchaus eine träge Reaktion. 
Bei dem Normaltiere und dem avitaminösen Tiere trat auch im Gegensatz 
zu dem Hungertiere Glykosurie auf. 


Es wird angegeben, daß die Hypophyse bei der Avitaminose gelegentlich 
vergrößert sein soll. 

Dann kann eine vergrößerte Hypophyse zu einer stärkeren Dauer- 
anreicherung des Blutes mit ihren Sekretionsprodukten führen. So wird es 
verständlich sein, daß nun eine weitere Anreicherung des Blutes mit diesen 
Stoffen durch eine einmalige Injektion eine besonders stürmische Reaktion 
zur Folge hat. 

Ob nach späteren Stadien der Avitaminose, wie wir es beim Adrenalin 
sahen, sich die Reaktion auf die Hypophysininjektion ändert, wurde nicht 
geprüft. Von einem Refraktärzustand des Körpers gegen das Hypophysin 
ist jedenfalls nichts bekannt. 


3. Die Versuche mit Thyreoidin. 
Gegenüber dem Thyreoidin zeigt das avitaminöse Tier, abgesehen von 
einer gelegentlichen Neigung zur Senkung des Blutzuckerspiegels, im Ver- 
gleich zu dem Normaltier und dem Hungertier keine Abweichung. In allen 
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Fällen trat bei den drei Tieren nach der Thyreoidininjektion (1 ccm Thyreo- 
idin, Grenzach) am Reduktionswerte des Blutes keine typische Veränderung 
auf; bei allen Tieren aber zeigte sich eine leichte Glykosurie. 


4. Die Versuche mit Pankreatin. 


Nach der Gabe von 3g Pankreatin per os geht der Blutreduktionswer: 
bes Avitamınose etwas herab. Die Wirkung hält etwa 24 Stunden an. Bei 
dem Normaltier und dem Hungertier ist überhaupt kein Einfluß nachweisbar. 
Ob dieses Versuchsergebnis auf eine innersekretorische Hypofunktion de 
Pankreas bei der Avitaminose hindeutet, muß unentschieden bleiben. 


5. Die Versuche mit Phloridizin. 


Nach der Gabe von 4g Phloridizin per os trat bei allen Tieren er 
starke Glykosurie auf. Unterschiede in der Intensität der Glykosurie be 
standen kaum. Bei allen Tieren war eine weitere Folge eine Hypoglykäm«., 
die bei dem svitaminösen Tiere am größten war. 


6. Die Versuche mit Coffein und Diuretin. 


Nach intravenöser Injektion von lg Coffein oder Diuretin erfolgt 
nur bei dem Normaltiere und dem Hungertiere eine Hyperglykämie, bei der 
avitaminösen Tiere trat in der achten Woche diese erst nach der Injektion von 
etwa den doppelten Dosen auf. 

Wir sehen also hier ähnliches wie bei den Adrenalinversuchen hinsichtlich 
der zur Erzeugung des Blutzuckerphänomene erforderlichen Dosis. 

Glykosurie wurde bei den genannten Dosen nur bei dem Normaltier 
und dem avitaminösen Tiere gesehen. Beim Hungertiere fehlten sie. 


Ergebnisse. 

Auf alle untersuchten Extrakte oder Pharmaka reagiert der avita- 
minöse Körper in prinzipiell gleicher Weise, wie es der hungernde oder 
der normal ernährte Organismus tun. Der Ablauf der Reaktion ist 
aber bei der Avitaminose und zum Teil auch im Hungerzustande etwas 
verändert. 

Ein regelmäßiger Parallelismus zwischen dem Ablauf der ver 
änderten Reaktionen im Hungerzustande und im Zustande der Avita- 
minose besteht nicht, woraus auch wieder die Wesensverschiedenheit 
des avitaminösen Zustandes vom Hungerzustande hervorgeht. 

Aus dem Phloridizinversuche ergibt sich, daß das Nierenparenchym 
bei der Avitaminose lange Zeit ungestört bleibt; denn der Versuch 
wurde etwa in der zehnten Woche der avitaminösen Fütterung gemacht. 
Wie das Nierenparenchym sich in noch späterem Stadium der Avita- 
minose verhält, bedarf weiterer Untersuchungen. 

Aus dem Adrenalinversuch erhellt, daß die Avitaminose schließlich 
zu einem gewissen Zustande herabgesetater Empfindlichkeit dem Adrenalin 
gegenüber führt. Ob die Ursache hierfür nur in einer Herabsetzung der 
Erregbarkeit des Sympathikus gesucht werden muß oder noch in anderen 
Umständen, bleibt dahingestellt. Klinische Erscheinungen für chronischen 
Adrenalismus bestehen nicht. 
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Kohlenhydratstoffwechsel bei Avitaminose. V. 
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Zur Frage der Reversibilität der Fibringerinnung. II. 


Von 


Georg Barkan und Adalbert Gaspar. 
(Aus der medizinischen Universitäteklinik Würzburg.) 
(Eingegangen am 4. Mai 1923.) 


In einer früheren Mitteilung!) wurde über Versuchsergebnisse 
berichtet, die eine etwaige Reversibilität der Fibringerinnung, wie 
sie die Grundlage der Hekmaschen?) Blutgerinnungslehre bildet, in 
mehr als einer Richtung zweifelhaft erscheinen ließen. Es wurde ferner 
bereits damals darauf hingewiesen, daß zusatzfrei gewonnenes Fibrin 
sich so auffallend schlecht oder gar nicht in der auch von Hekma an- 
gewandten 0,02proz. NaOH löste, während Fibrin, das aus Fluorid- 
oder Oxalatplasma stammte, in Alkali derartiger Verdünnung meist 
sehr rasch in Lösung ging. Der Gedanke lag nahe, daß vielleicht der 
Salzgehalt der zur Fibringerinnung verwendeten Plasmata das daraus 
abgeschiedene Fibrin in seinem physikalischen oder chemischen Ver- 
halten weitgehend verändert und daß hierauf die leichte Löslichkeit 
in der verdünnten Lauge beruhe. 

Wir bemühten uns nun, in einer weiteren Versuchsreihe den hier 
einschlägigen Verhältnissen nachzugehen. 


1. Gewinnung des Fibrins. 


Verwendet wurde zur Fibringewinnung in erster Linie Natrium- 
oxalatplasma, daneben gelegentlich Kochsalzplasma, außerdem für 
den vorliegenden Zweck zusatzfreies Plasma. Die Versuche wurden 
diesmal mit wenigen Ausnahmen mit menschlichem Fibrin angestellt. 
Für die Gewinnung des Oxalatplasmas hielten wir uns an das in der 
ersten Mitteilung beschriebene Verfahren. Da es darauf ankam, lediglich 
die Wirkung des Oxalatzusatzes auf die Eigenschaften des aus solchem 
Plasma abgeschiedenen Fibrins zu studieren, kam bei unseren Ver- 
suchen nur die Gerinnung durch Zusatz einer natürlichen Thrombin- 
lösung, also Serum, in Frage. Die Erzeugung der Gerinnung durch 
Rekalcifizieren hätte durch den veränderten Gehalt an Neutralsalz 


1) G. Barkan, diese Zeitschr. 186, 411, 1923. Auf S. 425 in Tab. I 


sind die erste und zweite Querspalte der Längsreihe 5 irrtümlich mit 
einander vertauscht. 


2) E. Hekma, ebendaselbst 62, 68, 64, 65, 78, 74, 77. 
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sehr unübersichtliche Verhältnisse geschaffen, weshalb wir von vort- 
herein darauf verzichteten. Allerdings zeigte sich auch ein gewisser 
Nachteil unserer Anordnung. Es ist lange bekannt, daß Oxalatplası. 
menschlicher Herkunft relativ schwer zur Gerinnung zu bringen i: 
Rinderplasma konnte, wie in der ersten Mitteilung beschrieben, durt 
Versetzen mit verhältnismäßig kleinen Mengen menschlichen ode: 
Rinderserums glatt zur gelatinösen Erstarrung gebracht werden. Mi 
menschlichem Oxalatplasma gelang die Gerinnung mittels Serum nı: 
mit großer Mühe. Es war notwendig, vorher jeweils das optimai 
gegenseitige Mischungsverhältnis von Plasma und Serum auszuprobiere:. 
Beim Übergang zum Hauptversuch zeigte sich aber dann des öfteren. 
daß die als optimal erkannte Mischung schlechter gerann als im Vor- 
versuch. Wir glauben, daß diese Tatsache in dem inzwischen ein- 
getretenen Verlust des Serums an fermentativer Wirksamkeit zwangl 
ihre Erklärung findet!). Das Gerinnungsgemisch wurde bei Zimmer. 
temperatur, in der Regel während einer Nacht, sich selbst überlassen. 
Es erwies sich das zweckmäßiger als der Versuch, eine raschere Ge. 
rinnung bei Brutschranktemperatur zu bewirken. Bei dem langsamer 
Gerinnungsvorgang erhält man, ein einigermaßen günstiges Mischung: 
verhältnis von Plasma und Serum vorausgesetzt, Gerinnungen in Forn 
von zarten, die ganze Flüssigkeit durchwebenden Membranen. Dies 
halten gerade noch so fest zusammen, daß man sie mit einem feinen 
Glashäkchen im ganzen oder wenigstens ohne allzu große Verlust: 
herausfischen kann. Die gelatinösen Erstarrungen wie an Rinder- 
oxalatplasma bekommt man beim menschlichen nie zu sehen. 

Das nur einigemal verwendete Kochsalzplasma wurde nach Zodi. 
Gengou?) hergestellt. Eine bestimmte Menge Blut wurde aus der mensch, 
lichen Vene in einem Drittel Volumen einer 20proz. NaCl-Lösung auf- 
gefangen. Nach scharfem Zentrifugieren wurde das meist etwas hämo- 
lytische 5proz. Kochsalzplasma abgehoben und durch vierfache Ver. 
dünnung mit destilliertem Wasser zur Gerinnung gebracht. 

Zur Gewinnung von zusatzfreiem Plasma wurde nach Bordet und 
Gengou3) tolgendermaßen vorgegangen. Das Blut wurde aus der mensch, 
lichen Vene durch eine mittelweite Rekordkanüle, die mit Kampfer- 
oder Olivenöl durchspritzt war, in vorher sorgfältig paraffinierten weiten 
Zentrifugengläsern aufgefangen und sofort zentrifugiert. Wenn rasch 
genug gearbeitet wurde, gelang es, ein völlig klares und hämoglobin- 
freies Plasma zu erhalten, das, sorgfältig von den Blutkörperchen 


1) Über Metathrombinbildung s. P. Morawitz, Die Blutgerinnung, 
Methoden ihrer Erforschung. Im Handb. d. biol. Arbeitsmeth. 

2) Bordet et (rengou, Ann. de l’Inst. Pasteur 17, 822, 1903; zitiert 
nach Morawitz, a. a. O. 

3) Dieselben, a. a. O., S. 261. 
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abgehoben und in nicht paraffinierte Gláschen übertragen, innerhalb 
kurzer Zeit Trúbung und dann Gerinnung zeigte. Nach einigen Stunden 
hat sich für gewöhnlich der fest zusammenhängende Fibrinkuchen 
von der Glaswand retrahiert und ein meist klares Serum ausgepreßt!). 

Die zusatzfrei gewonnenen Fibringerinnsel wurden ebenso wie die 
früher erwähnten aus Oxalat- und Kochsalzplasma erhaltenen in der 
Regel mit der Hand vorsichtig ausgepreßt, um das imbibierte Serum 
zu entfernen, dann längere Zeit in Aqua destillata gewässert. Gelegent- 
lich wurde auch Auspressen und Wässern aus bestimmten Gründen 
unterlassen. Die Fibrinflocken kamen dann in eine der später zu be- 
sprechenden Lösungen. Sämtliche folgenden Versuche wurden bei 
Zimmertemperatur angestellt. 


2. Fibrin aus salzhaltigem Plasma. 


Da die Untersuchungen der ersten Mitteilung an tierischem, meist 
Rinderplasmafibrin gemacht wurden, war es für den vorliegenden 
Zweck notwendig, die Versuche über die Löslichkeit des Fibrins an 
menschlichem Material zu wiederholen. Wir beschränkten uns, wie 
bereits oben erwähnt, zunächst auf Fibrin, das Oxalatplasmaserum- 
gerinnungen entstammte, und verweisen bezüglich des Fluoridplasmas 
auf unsere früheren Versuche. In Übereinstimmung mit dem Verhalten 
an Rinderfibrin konnten wir auch am menschlichen Material die 
Hekmaschen Befunde bestätigen. Auch hier erfolgte unter der Ein- 
wirkung einer 0,02proz. NaOH mehr oder weniger rasche Auflösung 
der Fibrinflocken, wie das aus folgenden zwei Versuchsbeispielen 
hervorgeht. 


Nr. 1. Fibrinflocken (11/37), von Oxalatplasmaserumgerinnung stammend, 
werden nach vorsichtigem Auspressen mit der Hand in Aqua destillata 
übertragen und unter wiederholtem Wasserwechsel längere Zeit gründ- 
lich gewaschen. 


Ansatz dieser Flocken mit 15 ccm 0,02proz. NaOH. 
Resultat nach 11, Tagen: Vollständige Lösung der Fibrinflocken. 


Nr.2. Ein kleines Fibrinflöckchen (11/28) gleicher Gewinnungsart und 
ähnlicher Vorbehandlung wie bei Nr. 1. 


Ansatz des Flóckchens mit 1ccm 0,02proz. NaOH. 
Resultat sofort: Opaleszenz der Lösung. 
Nach 10 Minuten: Völliger Zerfall und Auflösung des Flöckchens. 


Derartige Alkalifibrinlösungen zeigten auch das früher beschriebene 
Verhalten Serum gegenüber, indem letzteres Gerinnung hervorrief, in 
folgendem Beispiel sogar in Form einer echten Gallerte. 





1) Herrn Dr. Wolfg. v. Frey, der uns die etwas subtile Technik der 
Gewinnung solchen Plasmas zeigte und uns auch wiederholt zusatzfrei 
gewonnenes Fibrin zur Verfügung stellte, danken wir für seine Hilfe. 
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Nr. 3. Zur opaleszenten Lósung von Nr. 2 (Fibrin in 0,02proz. NaO H) 

0,3 ccm Serum hinzugefúgt. 

Resultat sofort: Trübung nimmt deutlich zu. 

Nach 1 bis 2 Stunden: Totale gelatinöse Erstarrung. 

Aus bestimmten Gründen untersuchten wir auch gelegentlich, 
wie schon erwähnt, Fibrin aus verdünntem Kochsalzplasma nach 
Bordet und Gengou. Wir fanden, daß sich die hieraus gewonnene: 
Fibrinflocken, ebenso wie die früheren vorbehandelt, in gleich stark 
verdünnter NaOH auch nach längerer Zeit nicht lösten. Auf diese: 
Verhalten werden wir später noch zurückkommen. 


8. Fibrin aus zusatzfreiem Plasma. 


In einer großen Reihe mannigfach variierter Versuche zeigte sich. 
daß sich Fibrinflocken aus zusatzfreiem Plasma (Herstellung s. unter l) 
in 0,02proz. NaOH bei Zimmertemperatur gar nicht lösten. Es war 
ganz gleichgültig, ob diese Flocken zerpreßt oder nicht zerpreßt, ob 
sie gewässert oder nicht gewässert wurden. Wochenlang hielten sich 
die Flocken nach anfänglicher Quellung in der verdünnten Lauge und 
zeigten erst dann einen beginnenden Zerfall, wenn man auch am 
sonstigen Aussehen und der groben Trübung der bis dahin klaren Lösung 
die begonnene Zersetzung deutlich erkennen konnte. Jedenfalls konnten 
wir uns von dem gegenüber dem Oxalatplasmafibrin und dem früher 
untersuchten Fibrin aus Fluoridplasma gänzlich abweichenden Ver- 
halten immer wieder überzeugen. An jenen zeigte sich schon sehr bald 
nach Einbringen der Flocken in die NaOH die beginnende Auflösung, 
indem von der Oberfläche der gequollenen Flocken sich einzelne Fetzen 
ablösten, die den rasch einsetzenden Zerfall anzeigten. Die zusatzfrei 
gewonnenen Fibrinflocken blieben gequollen als Ganzes bestehen, und 
die umgebende Flüssigkeit blieb, wie schon erwähnt, klar. Im folgenden 
geben wir auszugsweise einige Beispiele derartiger längere Zeit hindurch 
beobachteter Versuche. 

Nr. 4. Fibrinflocke aus zusatzfreiem Plasma (11/17) zerpreßt und in Aqua 
destillata gewaschen. 

Ansatz mit 25 ccm 0,02proz. NaOH. 

Nach 3 Tagen: Fibrinflocke gequollen, glasig durchscheinend, jedoch 

überhaupt noch nicht zerfallen. Umgebende Flüssigkeit völlig klar. 

Nach 5 Tagen: Stärker gequollen, zerreist beim Versuch, die Flocke 

herauszufischen, in zwei Teile. Lösung klar. 

Nach 7 Tagen: Die beiden gequollenen Teile unverändert. Lösung 

kaunt eine Spur opaleszent. 

Nach 19 Tagen: Keine Änderung. Die beiden Fibrinteile noch gut 

in toto erhalten. 

Nach 26 Tagen: Flocken kaum verändert, Flüssigkeit etwas opaleszent. 


Nach 30 Tagen: Flocken noch nicht zerfallen, aber Flüssigkeit zeigt 
zunehmende Trübung. 
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Nr. 5. Teil einer Fibrinflocke aus zusatzfreiem Plasma (11/46) zerpreßt 
und 24 Stunden gewássert. 
Ansatz mit 15 ccm 0,02proz. NaOH. 
Sofort: Quellung. 


Nach 1 Tag: Quellung zugenommen. 

Bis zum 40. Tage: Unverändert im Quellungszustand. Kein Zerfall. 

Auf eine weitere Anführung ähnlicher Beispiele glauben wir ver- 
zichten zu dürfen, um so mehr, als alle ganz eindeutig ausfielen. Im 
folgenden Abschnitte finden sich noch einige hierher gehörige Ver- 
suche, auf die wir verweisen. 

Wir möchten noch betonen, daß wir Fibrin und Alkalilösung in 
verschiedenen Mengenverhältnissen zusammenbrachten und hierbei 
stets das gleiche negative Resultat bekamen. Niemals trat eine Lösung 
ein. Um einigermaßen vergleichbare Verhältnisse zu schaffen — ein 
quantitatives Arbeiten ist ja bei der Versuchsanordnung nicht gut 
möglich —, stellten wir auch Parallelversuche an, wovon wir folgendes 
Beispiel anführen. 
Nr. 6. Zwei annähernd in der Größe und in der Konsistenz überein- 

stimmende Fibrinflóckchen (11/32), das eine (A) aus zusatzfreiem 

Plasma, das andere (B) aus Oxalatplasma, werden vorsichtig mit der 


Hand ausgepreBt und dann in wiederholt gewechseltem Aqua destillata 
gewaschen. 










R A. B. 
Zeit nach Ansatz || Ansatz mit 3ccm 0,02 proz. NaOH Ansatz wie bei A. 







Flöckchen schwimmt an der | Flöckchen sinkt zu Boden. 
Oberfläche, quillt sofort, | Beim Umschütteln wird die 
wird durchscheinend. Flüs- | Flüssigkeit merklich opa- 
sigkeit bleibt klar, auch |leszent. Von der Oberfläche 


nach wiederholtem Um- |der Flocke lösen sich Fetzen 


schütteln. ab. 
3, Stunde Unverändert. Sehr merklicher Zerfall. 
3 Stunden | A Zunehmender Zerfall. 

1 Tag | R Weiterer Zerfall, lockere 
Fetzen in der Flüssigkeit 
suspendiert, jedoch noch 
nicht völlig gelöst. Starke 

Opaleszenz der Lösung. 

2 Tage | a Vólliger Zerfall. 

3 Tage = = 


Aus diesem Versuchsbeispiel geht auch deutlich das voneinander 
abweichende physikalische Verhalten der Fibrinflocken verschiedener 
Herkunft hervor. 

In Ergänzung der soeben angeführten Versuche prüften wir auch 
das Verhalten von zusatzfrei gewonnenem Fibrin anderer Herkunft 
als der beschriebenen. 

Durch Zentrifugieren etwas schwer gerinnbaren Blutes einer 
Patientin sofort nach der Entnahme bekamen wir ein zusatzfreies 
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Plasma, das nach einiger Zeit spontan gerann. Das hieraus gewonnene 
Fibrin löste sich nach der üblichen Vorbehandlung auch tagelang 
nicht in der 0,02proz. NaOH. Auch Fibringerinnsel, die durch Schlagen 
von Blut gewonnen und gewässert waren, sowie Cruorgerinnsel lösten 
sich nicht in der erwähnten Alkalilösung. 

Die 0,02proz. NaOH entspricht einer n/200 Alkalilösung; in einer 
n/10, n/50 und n/100 NaOH trat Lósung auch zusatzfrei gewonnener 
Fibrins ein, bei letzterer Konzentration allerdings erst nach mehrerer 
Tagen. Alle diese Lösungen zeigten die Charakteristika denaturierter 
Eiweißes, alle zeigten das Phänomen der Neutralisationsflockung und 
der starken Flockung mit Serum auf der sauren Seite vom Neutral. 
punkt, wie dies in der ersten Mitteilung näher beschrieben wurde. 
Insbesondere konnten wir uns davon überzeugen, daß die schließlich 
eingetretene Lösung des Fibrins in n/100 NaOH mit Serum keinerlei 
Gerinnung oder Gerinnselbildung erkennen ließ. 


4. Fibrin aus zusatzfreiem Plasma unter der Einwirkung 
nachträglichen Salzzusatzes. 


Wenn in der Tat die von Hekma beschriebene und von uns be- 
stätigte leichte Alkalilöslichkeit von Oxalat- und Fluoridplasmafibrin 
auf einer physikalisch-chemischen Zustandsbeeinflussung durch da: 
vorhandene Salz beruht, so konnte man annehmen, daß eine Beförderung 
der Löslichkeit zusatzfrei gewonnenen Fibrins vielleicht auch durch 
nachträgliche Einwirkung von Salzlösungen möglich sein würde. Diese 
Vermutung und damit auch die wahrscheinliche Abhängigkeit der 
Alkalilöslichkeit von der vorausgegangenen Salzeinwirkung ließ sich 
‚nun in der Tat experimentell bestätigen. 

Es wurde hierzu folgendermaßen vorgegangen. Fibrin, das der 
Spontangerinnung von zusatzfreiem Plasma entstammte, wurde nach 
Auspressen und Wässern in mehrere annähernd gleiche Stücke ge- 
schnitten, die teils unmittelbar, teils nach etwa eintägigem Aufenthalt 
in einer Salzlósung in die 0,02proz. NaOH kamen. Wir beschränkten 
uns bei unseren Versuchen zunächst auf die Salze, die wir auch für die 
Plasmagewinnung verwendet hatten, nämlich Natriumoxalat, Natrium- 
fluorid, daneben auch Natriumchlorid, letzteres schon deswegen, weil 
dieses doch bei jeder Fibringerinnung zugegen ist. 

Bezüglich der Salzkonzentration ist folgendes zu sagen. Die für die 
Plasmagewinnung angewandte Konzentration hatte beim Natriumoxalat 
immer 0,2%, betragen. Beim nachträglichen Serumzusatz für die Ge- 
rinnung war eine verschiedene Verdünnung erfolgt. Der Serumzusatz 
erfolgte höchstens zu gleichen Teilen, so daß der endgültige Oxalat- 
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gehalt mindestens 0,1%, betrug. Für die nachträgliche Einwirkung 
verwendeten wir meistens eine Oxalatlösung von 0,2%, so daß die 
Fibrinflocken in diesen Fällen einer höchstens doppelt so starken 
Salzkonzentration ausgesetzt waren als die im Oxalatplasma ent- 
standenen. Wir untersuchten außerdem noch den Einfluß höherer 
Oxalatkonzentrationen (mol/100 berechnet auf Y, (COONa), = 0,67%). 
Das Natriumfluorid wandten wir entsprechend der Konzentration 
bei der Spontangerinnung von Fluoridplasma nach Hekmal) in 
0,75proz. Lösung an. Beim Natriumchlorid verwendeten wir physio- 
logische (0,85proz.) Lösungen und ferner solche höherer Konzentration 
(5 bis 6proz., molare Konzentration = 5,85proz.). 


«Wie der übereinstimmende Ausfall der Versuche zeigt, konnten 
die aus zusatzfreiem Plasma stammenden Fibrinflocken durch die 
nachträgliche Einwirkung von Oxalat- und Fluoridlósungen obiger 


Konzentration bezüglich ihrer Alkalilóslichkeit weitgehend beeinflußt 
werden. 


Im folgenden bringen wir einige Beispiele aus zahlreichen gleich- 
artigen Versuchen. 


Nr. 7. SchneeweiBe Fibrinflocken aus zusatzfreien Plasma (11/19) aus- 
gepreBt und gewássert wie gewóhnlich, mit der Schere in annáhernd 
gleiche Teile geschnitten; der eine (A) fúr etwa 24 Stunden in 
30 ccm 0,2proz. Natriumozalatlösung gebracht, der andere (B) weiter 
gewässert in Aqua destillata. 





A. B. 
Zeit nach Ansatz Ansatz mit 20 ccm 0,02 proz. Na OH Ansatz genau wie A. 





7 Stunden Gequollen. Gequollen, doch sichtlich 
weniger als A. 
1 Tag Stärker gequollen, sehr deut- Quellung kaum zuge- 
lich stärker als B. nommen. 
3 Tage Teilweiser Zerfall der Flooke. | Zustand nicht geändert. 
Flüssigkeit gelblich. 
8 Tage 


ı Fast völlige Auflösung. | Ohne Zunahme der Quellung 
Anzeichen beginnender Zer- 
setzung. 
_ In diesem Versuche war der Unterschied, der schon nach einem halben 
Tage deutlich war, nach 3 Tagen außerordentlich in die Augen springend. 


Nr. 8. Fibrinflocke aus zusatzfreiem Plasma (11/22) wie bei Nr. 7. Erste 
Portion (A) ohne Auspressen und Wässern unmittelbar in 30 ccm 
0,02proz. NaOH gebracht, zweite Portion (B) für etwa 24 Stunden 
in 0,2proz. Natriumozxalatlösung, dann ohne Wássern in 20 com 
0,02proz. NaOH. 


1) E. Hekma, diese Zeitschr. 68, 184, 1914. 
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Zeit nach Ansatz A. l | B. 
1 Tag Gequollen. | Gequollen. 
2 Tage | Unverändert. | Quellung fortgeschritten. 
7 Tage S ‚Starke weitere  Quellung, 


¡beim Versuch, die Flock 
herauszufischen, Zerfall =: 
mehrere Teile. l 
22 Tage Unverändert im Quellungs- | Glasige Quellung der Teils” 
zustande, keinerleiAnzeichen teilweiser Zerfall. | 
¡von Zerfall oder Lösung. 
Flocke gut zusammen- 
hängend herausfischbar. 


Nr. 9. Zusatzfrei gewonnenes Fibrin (11/43) ausgepreßt und 24 Stunden in 
Aqua destillata gewaschen, in zwei Teile geschnitten; der eine (A) für 
etwa 24 Stunden in 30 ccm 0,75proz. Natriumfluoridlösung gebracht, 
der andere (B) weiter gewässert in Aqua destillata. 


? A. B. 
Zeit nach Ansatz | Ansatz mit 20 ccm 0,02 proz. NaOH Ansatz wie A. 



























1 Tag Quellung. Quellung wie bei A. 

2 Tage Keine deutliche Änderung. Keine Änderung. 

4 Tage Zunahme der Quellung, be- | Quellung zugenommen, kein: 
'ginnender Zerfall deutlich. Zerfallssymptome. 

5 Tage ¡Weitere Zunahme der Quel- Unverändert. 
‚lung, sichtlich stärker als B. 
'Deutlicher Zerfall, einzelne 
f Fetzen. l 

6. bis 10. Tag | Fortschritt des Zerfalls. Unverändert. 


Besser, als es vielleicht aus den angeführten Protokollen ersichtlich 
ist, gewann man bei der Beobachtung der Versuche selbst den Eindruck 
des zweifellos fördernden Einflusses der Salzeinwirkung auf die Löslich- 
keit und den Zerfall. 

Bei den Versuchen mit NaCl konnten wir uns von einer fördernden 
Wirkung dieses Salzes nicht sicher überzeugen. Zwar hatte man auch 
da gelegentlich den Eindruck einer Beeinflussung, jedoch blieb diese 
sicher weit hinter der der anderen untersuchten Salze zurück, wie 
insbesondere diesbezügliche Parallelversuche bewiesen. Speziell waren 
auch höhere Konzentrationen wirkungslos, z. B. zeigte sich kein Unter- 
schied im Verhalten zweier zusatzfrei gewonnener Fibrinflocken, woyon 
eine nach Wässern, die andere nach etwa vierundzwanzigstūndigem 
Aufenthalt in einer molaren (5,85proz.) NaCl-Lösung in 0,02proz. 
NaOH gebracht wurden. — Diese Beobachtung paßt gut zu der 
früher erwähnten, daß wir auch Fibrin aus Kochsalzplasma sich nicht 
in 0,02proz. NaOH lösen sahen. 

Einen wieweit gehenden Einfluß die Anwesenheit ganz geringer 
Salzmengen auf die Alkalilöslichkeit hat, zeigte sich sehr deutlich an 
Versuchen, die ähnlich wie die obigen angestellt wurden, bei denen 
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doch die eine Probe ohne Wässern unmittelbar in die Na O H-Lósung 
erbracht wurde, während eine zweite erst längere Zeit gewässert 
warde. Regelmäßig blieb die gewässerte Fibrinflocke in ihrem Quellungs- - 
nd Lösungszustand hinter dem der ungewässerten zurück. 

Ergänzend möchten wir noch erwähnen, daß wir grundsätzlich 
lasselbe Verhalten auch an auf andere Weise zusatzfrei gewonnenem, 
nehr oder weniger unreinem Fibrin beobachten konnten (vgl. Ab- 
‚chnitt 3), wenn wir auch an diesem keine systematischen Unter- 
suchungen anstellten. 


5. Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Die beobachteten Tatsachen scheinen uns mit Sicherheit auf die 
Bedeutung des Salzeinflusses für die Eigenschaft des Fibrins, sich in 
verdünnter Na O H zu lösen, hinzuweisen. Der Unterschied von zusatzfrei 
gewonnenem Fibrin, das sich gar nicht in 0,02proz. NaOH löst, gegen- 
über demjenigen aus Oxalat- und Fluoridplasma, ist außerordentlich 
deutlich und jederzeit nachweisbar. Die Möglichkeit der nachträg- 
lichen Löslichkeitsbeeinflussung durch Einwirkung der betreffenden 
Salze scheint uns ebenso beachtenswert wie die fehlende Wirkung 
beim NaCl. Allerdings wollen wir keineswegs behaupten, daß die 
unter nachträglicher Salzwirkung gewonnenen Fibrinalkalilösungen 
nun auch identisch sind mit den früher erhaltenen aus nicht zusatz- 
freiem Plasma, wenn wir auch bei Serumzusatz zu solchen Fibrin- 
alkalilösungen gelegentlich Gerinnselbildung beobachteten, ähnlich wie 
früher beschrieben. Wenn auch durch die nachträgliche Salzeinwirkung 
niemals jene leichte Löslichkeit erreicht wurde, wie sie bei Fibrin aus 
Oxalat- oder Fluoridplasma beobachtet wird, so ist doch die qualitative 
Beeinflussung deutlich genug. Es liegen beim fertig gebildeten Fibrin, 
das in eine Salzlösung gebracht wird, ganz andere Bedingungen vor, 
als bei der Entstehung des Fibrins aus Fibrinogen in Oxalat- oder 
fluoridhaltiger Lösung. Es wäre durchaus denkbar, daß es bei der 
Wahl anderer Konzentrationen gelingt, das Fibrin auch nachträglich 
noch weitgehender zu beeinflussen, als es uns möglich war. Die Be- 
einflussung der Quellbarkeit von Gallerten durch Salze ist ja seit 
Hofmeisters!) klassischen Untersuchungen hinlänglich bekannt und 
vielfach nachgeprúft. Auch hat Hofmeister bereits die Bedeutung 
der Salzkonzentration dargelegt und gezeigt, daß es für die fördernde 

Wirkung eine bei den verschiedenen Salzen verschiedene optimale 
Konzentration gibt. Auch die Beeinflussung der Quellbarkeit von 
Fibrin in Alkali und Säure durch verschiedene Salze wurde bereits 


1) Fr. Hofmeister, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 27, 395, 1890; 
28, 210, 1891. 
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untersucht. Fischer!), der das Verhalten allerdings gepulverten trockenes 


Rinderfibrins studierte, fand, daß die Neutralsalze in verdünnter Sáur 


und ebensolchem Alkali eine hemmende Wirkung entfalten. Die 


Beobachtung, die Fischer auch quantitativ verfolgte, braucht durchs: 
nicht einen Gegensatz zu den vorliegenden Versuchen zu bedeuten: 
denn es handelt sich bei Fischer um gänzlich andere Bedingunge. 


insbesondere, da er eben trockenes Fibrin benutzte. Wieweit dr ` 


Beeinflußbarkeit der Fibrinolyse, die in letzter Zeit besonders Ross. 
mann?) studierte, durch Salze und andere Stoffe auf ähnlichen Ve 
gängen beruht wie die Beeinflussung der Alkalilöslichkeit, müßten ers 
weitere Versuche zeigen. 

Wenn wir nun zu der Frage der Reversibilitát der Fibringerinnur; 
im Zusammenhange Stellung nehmen, so können wir darüber era 
folgendes sagen: 


Die Hekmasche Theorie baut sich auf drei Beweispunkten a | 


1. Wiederlóslichkeit des Fibrins z. B. in verdünntem Alkali. 


2. Übereinstimmung der Eigenschaften derartiger Alkalifibris- ` 


lösungen mit denen fibrinogenhaltiger Flüssigkeiten. 

3. Übereinstimmung der aus solchen Lösungen unter verschiedene: 
Einflüssen entstandenen Gerinnsel mit echtem Fibrin. 

Zu Punkt 1. Wir glauben, durch die mitgeteilten Versuche wahr- 
scheinlich gemacht zu haben, daß Fibrin aus Oxalat- oder Fluoridplasm: 
seine leichte Alkalilöslichkeit nur einer unter Salzeinfluß erfolgte: 
Zustandsänderung verdankt, da sich reines Fibrin in gleich stark ver- 
dünnter NaOH (0,02proz.) nicht löst. Erst bei Konzentrationen, de 
eine rasche Denaturierung des Eiweißes zur Folge haben, erfolgt Lösung. 


Zu Punkt 2 verweisen wir auf die Ergebnisse der ersten Mitteilung. 
in der gezeigt werden konnte, daß Alkalifibrinlösungen sich in sehr 
wesentlichen Punkten von fibrinogenhaltigen Lösungen unterscheiden. 


Zu Punkt 3 wurde ebenfalls bereits darauf hingewiesen, daf 
morphologisches und färberisches Verhalten der vermeintlichen Fibrin- 
gerinnsel nicht zum Beweise für die Identität mit echtem Fibrin heran- 
gezogen werden kann. Bezüglich des ultramikroskopischen Befunde: 
am ,,Gelfibrin“ sei betont, wie wenig gerade hierbei Ähnlichkeit in 
Bau maßgebend ist und daß die verschiedensten Gallerten völlig über- 
einstimmende ultramikroskopische Bilder liefern können?). 


1) M. H. Fischer und G. Moore, Journ. of Physiol. 20, 330, 1907; Arch. 
f. ges. Physiol. 125, 99, 1908; Koll.-Zeitschr. 5, 197. 

2) M. Rosenmann, diese Zeitschr. 112, 98, 1920; 128, 372, 1922; 1%), 
101, 1922: Klin. Wochenschr. 2, 450, 1923. 

8) Vgl. R. E. Liesegang, Kolloidchemie 1914— 1922; Naturwissenschaftl. 
Reihe d. wissenschaftl. Forschungsber. 6, 69, 1922. 
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Zusammenfassung. 


1. Zusatzfrei gewonnenes Fibrin zeigt im Gegensatz zu Fibrin 
Le Oxalat- und Fluoridplasma keinerlei Neigung, sich in verdünnter 
1lkalilósung (0,02proz. NaOH) zu lösen. 

2. Zusatzfrei gewonnenes Fibrin kann durch nachträgliche Ein- 
irkung von Salzen (Natriumoxalat, Natriumfluorid) in seiner Alkali- 
sslichkeit weitgehend beeinflußt werden. 

3. Die vorliegenden Versuche und die früher mitgeteilten Beob- 
chtungen sprechen gegen eine etwaige Reversibilität der Fibrin- 
erinnung. 


Blutgasanalysen. 


XIV. Mitteilung. 


Der Einfluß kurzwelliger Energiestrahlung auf heterogene Systems 
Die Entladungsspannung der Kolloide. 


Von 
H. Straub und Klothilde Gollwitzer-Meier. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universität Greifswald.) 







(Eingegangen am 9. Mai 1923.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Transversale Schwingungen geringer Wellenlänge üben auf 
Zustand bestimmter Kolloide tiefgreifende Wirkungen aus. 
langdauernde Bestrahlungen mit dem an ultravioletten Strahlen rei 
Lichte der Quecksilberdampflampe, ebenso wie mit den noch 
welligeren Röntgenstrahlen und den y-Strahlen radioaktiver Ele 
läßt sich eine Umwandlung des roten Blutfarbstoffes hervorrufen, & 
in Methämoglobinbildung besteht und sich durch braunen Farbe 
verrät. Nur das Oxyhämoglobin wird in Methämoglobin umgewandi 
während reduziertes Hämoglobin der Strahlenwirkung weider 
[Hasselbalch1)]. Intakte rote Blutkörperchen werden durch die È 
strahlung aufgelöst, wobei der rote Blutfarbstoff austritt?). Methim 
globinbildung und Hämolyse treten erst bei ziemlich intensiver b 
strahlung auf und sind offenbar nicht an dasselbe Substrat gebund: 
da der Eintritt der beiden Veränderungen nicht gesetzmäßig verbuns 
ist. Schon immer hat man die genannten Einwirkungen der ba 
welligen Strahlen als photoelektrischen Effekt aufgefaßt wd = 
Ladungsänderungen der Phasengrenzen der Kolloidteilchen be & 
suspendierten Blutkörperchen bezogen. Der Verlust der ursprünglich: 
negativen Beladung der Blutkörperchen drückt sich auch darin ss 
daß sie, der abstoßenden Wirkung ihrer elektrischen Ladung berak. ' 
sich zusammenballen und zu Boden sinken®). Alle bisher genannte ; 


1) K. A. Hasselbalch, diese Zeitschr. 19, 435, 1909. 

2) W. Hausmann, Strahlentherapie 9, 46, 1919; W. Hausmann wi 
W. Kerl, ebendaselbst 11, 1027, 1920; H. Holthusen, Fortachr. auf d. Cè 
d. Róntgenstrahlen 29, 777, 1922. 

8) R. Ley, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 26, 59, 1922. 
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nwirkungen treten erst bei einer Bestrahlungsintensitát auf, die 
‘eversible Veränderungen hervorruft und mit dem Tode der Zelle, 
it Verlust der lebendigen Eigenschaften des Kolloids verbunden ist. 
ennoch lag es nahe, die im Leben beobachteten starken Einwirkungen 
ırzwelliger Strahlen auf lebendes Gewebe in grundsätzlich gleich- 
rtigen Veränderungen zu suchen und dadurch ein Verständnis für 
as Zustandekommen biologischer Lichtwirkungen anzubahnen. Das 
Eimoglobin als gut bekannter hochmolekularer Eiweißkörper, das 
lutkörperchen als einfachst gebaute, kernlose tierische Zelle dienten 
abei ausschließlich als besonders günstige Versuchsobjekte, deren 
3eeinflussung weitgehend als typisch für jede Beeinflussung von Eiweiß 
ınd Zellen aufgefaßt werden darf. Nachdem die Forschungen des 
etzten Jahrzehntes immer zahlreichere Eigenschaften des lebenden 
Gewebes auf Phasengrenzkräfte zurückgeführt haben, versprach die 
Erforschung der Lichtwirkungen auf das Blutkörperchen zugleich 
tieferen Einblick in das Wesen der biologischen Lichtwirkung über- 
haupt. In dem von uns ausgebildeten Verfahren der Titration von 
Hämoglobinlösungen und Blutkórperchensuspensionen mit Kohlen- 
säure steht uns nun eine Möglichkeit zu Gebote, die es gestattet, schon 
die ersten Einwirkungen auf die Beladung der Phasengrenze quantitativ 
zu messen und dadurch Veränderungen nachzuweisen, die noch nicht 
zu schwerer Zerstörung der lebendigen Eigenschaften geführt haben 
und durchaus im Rahmen des biologisch Möglichen liegen. Es mußte 
deshalb von Wichtigkeit sein, den Einfluß kurzwelliger Strahlen auf 
die von uns früher benutzten Systeme zu prüfen. Wir hofften, damit 
nicht nur das Wesen der Lichtwirkung weiter zu klären, sondern auch 
näheren Aufschluß über die Eigenschaften der elektrischen Doppel- 
schicht an der Phasengrenze und an der Zelloberfläche zu erhalten. Die 
Versuche, über die im folgenden berichtet werden soll, wurden schon 
im Jahre 1919 ausgeführt. Ihre Veröffentlichung hat sich nicht nur 
aus äußeren Gründen verzögert. Ihre Ergebnisse regten uns vielmehr 
dazu an, die Verhältnisse durch ergänzende Versuche weiter zu klären. 
Über einen Teil dieser zeitlich später angestellten Versuche haben 
wir schon in einer Reihe früherer Mitteilungen berichtet, weil sie uns 
für das Verständnis der hier berichteten Ergebnisse von Wert zu sein 
scheinen. 


Nach dem in zahlreichen früheren Mitteilungen geschilderten Ver- 
fahren wurde hämolysiertes Menschenblut oder in isotonischer Kochsalz- 
lösung mehrfach gewaschene und suspendierte menschliche rote Blut- 
körperchen mit Kohlensäure titriert und vor allem auf das Auftreten der 
charakteristischen Unstetigkeit der Bindungskurve geachtet. Bei nicht 
weiter beeinflußtem Hämolyseblut tritt diese bei der Wasserstoffzahl 
Pg = 7,00, an Blutkórperchensuspensionen in physiologischer Kochsalz- 
lösung bei pg = 6,67 auf. Die Berechnung der Wasserstoffzahl geschah 
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wie bisher nach der ursprünglichen, unkorrigierten Formel von Hassell«ld 
aus dem Verhältnis der ‚‚freien‘‘ zur „gebundenen‘‘ Kohlensäure Alk 
Versuche wurden bei 37°C angestellt. Auf Grund unserer früheren Ver 


suche nehmen wir eine Begünstigung des Entladungsvorganges an, wea: 


die Unstetigkeit der Bindungskurve schon bei stärker basischer Reakte 
auftritt. Verschwinden der Unstetigkeit mit stärker gepuffertem, f:t 
dauernd ansteigendem Verlauf der Bindungskurve weist auf grobe Grün 
der Phasengrenze mit Vernichtung der wesentlichen Eigenschaften de 
elektrischen Phasengrenzschicht hin. 

Mit Quecksilberdampfquarzlampe wurden die verwendeten Prem 
in flachen Schalen bestrahlt, die zum Schutze gegen Verdunstung r-i 
einer sehr dünnen Glimmerplatte bedeckt waren. Im allgemeinen wırk 
30 Minuten lang belichtet, wobei durch Kühlung in schmelzendem Es 
ein Schutz gegen Wärmewirkung erreicht wurde. In einem Versuche a 
mit Saponin hämolysiertem Blute wurde die Bestrahlung auf 125 Minutes 
ausgedehnt und die Kühlung unterlassen. In diesem Versuche trat dur: 
Gelbildung eine gallertige Masse auf, die, durch Mull filtriert, zur Bestimmur: 
der Kohlensäurebindungskurve verwendet wurde. Das Ergebnis di: 
Versuches wird deshalb mit aufgeführt, weil es sich von dem der anders 
einwandfrei durchgeführten Versuche nicht unterscheidet. In keiner der 
bestrahlten Proben trat die die Methämoglobinbildung kennzeichnen¿ 
braune Farbe auf. 

Die Röntgenbestrahlungen wurden durch die dünne Glaswand d> 
Tonometers hindurch bei etwa 30 cm Fokusabstand mit einer weicht 
Durchleuchtungsröhre bei 1 Milliampere Belastung vorgenommen. Mer 
wurde vor Beginn des Versuches 30 Minuten lang und vor Bestimmu: 
jedes neuen Punktes nochmals 10 Minuten lang bestrahlt. 

Zur Bestrahlung mit radioaktiven Substanzen standen uns 27,$m 
Radiumbromid zur Verfügung, die sich in einem sehr dünnwandigen Gla- 
röhrchen in eine Silberkapsel von 1 mm Wandstärke eingeschlossen fanden. 
so daß alle «- und so gut wie alle -Strahlen abgefiltert waren und nu 
die y-Strahlung zur Wirkung kam. In einer Reihe von Versuchen wurk 
das Präparat noch außerdem in ein Messingfilter von 1,5 mm Wandstärk: 
eingeschlossen, um mit Sicherheit alle anderen als die y-Strahlen ouer) 
schließen. Das Ergebnis wurde hierdurch nicht geändert. Das Radiumsalz 
wurde mitsamt den Filtern in einem dünnen Gummischlauch an einen 
Draht befestigt, der in die Achse des Tonometers gebracht wurde, so das 
die Lösung während der ganzen Dauer des Versuches der wirksamer 
y-Strahlung des Radiums ausgesetzt war. Der erste Punkt der Bindung: 
kurve wurde im allgemeinen bestimmt, nachdem die Lösung 30 bis 50 Mı- 
nuten den Strahlen des Radiums ausgesetzt war. Ein Versuch, der nach 
einer Bestrahlungsdauer von 20 Minuten begonnen wurde, ebenso wie em 
anderer, bei dem vor Bestimmung des ersten Punktes 3 Stunden laut 
bestrahlt wurde, hatte kein abweichendes Ergebnis. 


I. Die Wirkung auf Blutkörperchensuspensionen. 
Menschliche rote Blutkörperchen, in physiologischer Kochsalz- 
lösung suspendiert, mit Quarzlampe bestrahlt, haben eine Kohlensäure- 
bindungskurve, die von der unbestrahlter Proben bei weitem abweich! 
(Tabelle 1 und 2, Abb. 1, liegende Kreuze, gestrichelte Kurve). Nach 
30 Minuten Bestrahlung unter Fiskiiblung ist die Unstetigkeit de 
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ndungskurve weit nach der basischen Seite verschoben. Statt bei 


ı = 6,67 tritt sie schon bei pa = 7,33 im einen, bei pg = 7,19 im 
deren Versuche auf. 


Die Versuche 3 und 4, Abb. 1, Punkte, punktierte Kurve, wurden 
ı Blutkörperchensuspensionen in physiologischer Kochsalzlösung er- 
lten, die vor Beginn der Analysen 30 Minuten, nach jedem bestimmten 
ınkte nochmals 10 Minuten mit Röntgenstrahlen bestrahlt wurden. 
"jeder ist die Unstetigkeit stark nach der basischen Seite verschoben, 
e findet sich bei pg = 7,24 im einen, bei pp = 7,20 im anderen Ver- 
ıche. 

Mit Radium ohne Filter wurden Blutkörperchensuspensionen: in 
ier Versuchen bestrahlt (Versuch 5, 6, 7 und 8, Abb.1, stehende 
‘reuze, ausgezogene Kurve und Ringe, ausgezogene Kurve). Bei 
llen vier Versuchen tritt die m wieder bei dem deutlich 
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Abb. 1. Koblensäurebindungskurven von Suspensionen roter Blutkörperchen in isotonischer Koch, 
salzlósung. Bestrahlt mit Quarzlampe bzw. Róntgenstrahlen bzw. Radium. Tabellen 1 bis 12. 
Abszisse: Koblensäurepartialdruck in mm Hg. Ordinate: Koblensäurekapazität in Volumprozenten. 
Schraffiertes Dreieck am Unterrande: pbysikalisch absorbierte Koblensäure. Die von der linken 
unteren Ecke ausgehenden Kurven verbinden Punkte gleicher Wasserstoffionenkonzentration. 


basischen Werte von pa = 7,13 als Durchschnitt von acht Werten auf. 
Die Kurven wurden hier weiter verfolgt und ergaben auch den zweiten 
Knick stark verschoben, bei pg = 6,81. Filterung der Radiumstrahlen 
durch 1,5mm Messing hatte auf den Erfolg keinen Einfluß, in zwei Ver- 
suchen (9 und 10, Abb. 1, Pfeile, ausgezogene Kurve) trat der erste 
Knick im Durchschnitt von sechs Werten bei py = 7,14, der zweite 
bei pa = 6,81 als Durchschnitt von vier Werten auf. In zwei weiteren 
Versuchen (11 und 12) wurden die Blutkörperchen nicht in reiner 
isotonischer Kochsalzlösung suspendiert, sondern in einer isotonischen 
Salzlösung gewaschen und suspendiert, die neben Kochsalz in einem 
Falle 0,015, im zweiten Falle 0,045 Mol CaCl, enthielt. Calcium wirkt 
der durch den Knick angezeigten Entladung und Umladung der Blut- 
körperchen entgegen. In unbestrahlten Proben derselben Wasch- 
und Suspensionsflüssigkeit tritt die erste Unstetigkeit bei pg = 6,50 
bei der schwächeren, bei pg = 6,42 bei der stärkeren Konzentration 
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auf!). An den mit Radium ohne Messingfilter bestrahlten Proben is 
der Einfluß des Calciumzusatzes zur Waschflüssigkeit vielleicht rır 
eben angedeutet, jedenfalls nicht sicher mehr nachweisbar. Die T:- 
stetigkeit tritt innerhalb der Fehlerbreite der Methode an dereelb:: 
Stelle auf, wie an den in reiner Kochsalzlósung suspendierten Prob. 
die erste Unstetigkeit bei pa = 7,10 im Durchschnitt von drei Wertz. 
die zweite Unstetigkeit bei pa = 6,83 als Durchschnitt von drei Werte: 

Durch alle drei verwendeten kurzwelligen Strahlenarten wird a‘: 
die Unstetigkeit der Bindungskurve in dem erwarteten Sinne va- 
schoben, die Entladung und die positive Aufladung der roten Blu: 
kórperchen sehr bedeutend begünstigt. Entsprechend der absichtlxt 
in allen Versuchen nur mäßig intensiven, im Rahmen des biologie 
Erträglichen gehaltenen Bestrahlung ist in keinem Falle die Unstetigke: 
völlig aufgehoben. Die Verschiebungen erreichen nicht ganz so regi- 
mäßige Endwerte, wie wir sie unter dem Einfluß der Kationen getundz 
hatten, vielmehr schwanken die Werte namentlich für die Wasserstcf. 
zahl der ersten Unstetigkeit zwischen pg = 7,33 und 7,10. Daß de 
Einwirkung des Quarzlampenlichtes in den vorliegenden Versuch“ 
die stärkste, die der Radiumstrahlung die schwächste Verschiebur: 
ergab, möchten wir nicht auf grundsätzliche Unterschiede in der Er- 
wirkung dieser Strahlenarten beziehen, sondern auf die zufällig t 
diesen Versuchen gewählte Intensität der Bestrahlung zurückführe 
Abweichend von den Versuchen mit Kationen, war ja in den vorliegend: 
Untersuchungen die Bestrahlung absichtlich nicht bis zum Maximur 
der Wirkung getrieben worden, das in völliger Zerstörung der wesen 
lichsten Eigenschaften der Zellen besteht. Vielmehr war die Bestrahlun: 
bei einem willkürlichen Punkte der Einwirkung abgebrochen. Dr 
über die Fehlerbreite der Methode hinausgehende Streuung der Eni 
werte halten wir dadurch für vollkommen geklärt. Die Lage des zweite: 
Knickes weist bemerkenswerterweise trotz dieser ungenauen und bk 
den verschiedenen Strahlenarten überhaupt nicht genau vergleich 
baren Dosierung eine bemerkenswerte Konstanz für alle Radiun- 
versuche auf, ohne daß wir zu sagen wüßten, ob dieser Beobachtun: 
eine Wichtigkeit zukommt. 


II. Die Wirkung der Bestrahlung auf Hämoglobin. 

Die Wirkung des Quarzlampenlichtes auf hämolysiertes Blut 
(Versuch 13, 14, 15 und 16, Abb. 2, Ringe, ausgezogene Kurve bar. 
stehende Kreuze, strichpunktierte Kurve) besteht in einer völliger 
Aufhebung der ersten Unstetigkeit. Genau wie durch den Durchgang 
galvanischen oder faradischen Stromes durch hämolysiertes Blut‘) 


1) A. Straub und Kl. Meter, diese Zeitechr. 109, 47, 1920. 
2) Dieselben, ebendaselbst 185, 224, 1923. 
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der wie bei Bestrahlung durch «-Strahlen!), so wird also auch durch 
surzwellige Ultraviolettstrahlen die Doppelschicht der Phasengrenze 
ın der Oberfläche der Hämoglobinpartikelchen bei der gewählten 
3estrahlungsintensitát völlig aufgehoben. Im Versuch 13 und 14 
vurde bei Eiskühlung je 30 Minuten lang bestrahlt, im Versuch 15 
ne Kühlung 125 Minuten. Um die Höhenlage der Kurve zu ändern, 
wurde im Versuch 16 eine Salzsäuremenge zugesetzt, die eine Konzen- 
tration von m/200 ergab (Abb. 2, stehende Kreuze, strichpunktierte 
Kurve). Die Höhenlage der Kurve ist entsprechend tiefer gerückt?), 
das Ergebnis aber sonst grundsätzlich dasselbe. Der erste Knick ist 
verschwunden, die Kurve steigt stetig gepuffert an. Erst bei pg = 6,78 
tritt dann die zweite Unstetigkeit auf, die ohne Bestrahlung erst bei 
der viel saureren Reaktion pg = 6,39 zu erwarten wäre. 
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Abb.2. Kohlensäurebindungskurven von Hämolyseblut, bestrahlt mit Quarzlampe bzw. Röntgen» 
strablen. Tabellen 13 bis 19. Erklärung wie Abb. 1. 


.  Genau dasselbe Ergebnis erhält man bei Bestrahlung mit Röntgen- 
strahlen. Versuch 17 (Abb. 2, liegende Kreuze, gestrichelte Kurve) 
wurde an Blut angestellt, das mit Saponin hämolysiert war, Versuch 18 
(Abb. 2, Punkte, punktierte Kurve) nach Hämolyse durch Frieren. 
Beidemal wurde vor Beginn des Versuches 30 Minuten, zwischen jeder 
Bestimmung nochmals je 10 Minuten lang bestrahlt. Das Ergebnis 
ist in beiden Versuchen grundsätzlich dasselbe, Versuch 18 ergibt 
eine etwas weniger steil ansteigende, also offenbar hämoglobinärmere 
Kurve als Versuch 17. Im Versuch 19 wurde die Bestrahlungsdauer 
etwas länger gewählt. Vor der ersten Bestimmung wurde 30 Minuten, 
vor der zweiten 36 Minuten, vor jeder weiteren Bestimmung je 10 Mi- 
nuten bestrahlt. Auch dadurch ändert sich nichts an dem grundsätz- 


1) H. Straub und Kl. Gollwitzer-Meier, ebendaselbst 136, 128, 1923. 
2) H. Straub und Kl. Meier, ebendaselbst 90, 305, 1918. 
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lichen Ergebnis. Da in diesem Versuche vor der Analyse der ent- 
scheidenden Punkte über 1 Stunde bestrahlt war, ist dieser Versuch 
zugleich eine Widerlegung des Einwandes, daß durch die vor jeder 
Bestimmung erneut durchgeführte kurzdauernde Bestrahlung eine 
wesentliche Änderung des Ergebnisses herbeigeführt sei, während be 


einmaliger Bestrahlung vor Beginn der Gasanalysen ein anderes E: 


gebnis hätte erwartet werden müssen. Die grundsätzliche Überein- 
stimmung der Röntgenversuche mit denen der Quarzlampenbestrahlung 
bei denen nur einmal vor Beginn des Versuches bestrahlt wurde, ge- 
stattet weiterhin, diesen möglichen Einwand abzulehnen. 
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Abb. 3. Kohlensiurebindungskurven von Hämolyseblut, bestrahlt mit Radium. 
Tabellen 20 bis 24. Erklärung wie Abb. 1. 


Auch die Bestrahlung mit den y-Strahlen des Radiums ergil' 
die gleichen Kohlensäurebindungskurven. In den beiden Versuchen 3 
und 21 (Abb. 3, liegende Kreuze, ausgezogene Kurve und Punkte. 
gestrichelte Kurve) wurde ohne Messingfilter während der "ganze 
Versuchsdauer bestrahlt. Beide Kurven verlaufen vollkommen stetig 
steil gepuffert ansteigend über die mögliche Lage des ersten Knicke: 
hinweg, und in Versuch 20 wird in stetigem Kurvenzuge die Wasser- 
stoffzahl mp = 6,73 erreicht, also auch die Reaktion überschritten. 
bei der der eine Versuch mit Quarzlampenbestrahlung noch den zweiten 
Knick ergeben hatte. Es ist bemerkenswert, daß wir bei Beschte Dun? 
mit &-Strahlen nicht nur grundsätzlich, sondern quantitativ dasselbe 
Ergebnis erhalten hatten!). Bei verhältnismäßig kurzdauernder Ein: 
wirkung der «-Strahlen auf hämolysiertes Blut war ebenfalls bel 
pn = 6,78 der zweite Knick aufgetreten, wie bei der Quecksilber- 
dampflichteinwirkung, nach länger dauernder Bestrahlung mit 
o0-Strahlen war auch der zweite Knick verschwunden, wie bei den Be- 
strahlungen mit y-Strahlen. Der Unterschied im. Ergebnis der Quarz- 


1) H. Straub und Kl. Gollwitzer-Meier, diese Zeitschr. 136, 128, 1923. 
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ampen- und der Radiumversuche ist also nur ein gradueller, durch 
De verschieden lange Dauer der wirksamen Bestrahlung und durch 
lie Strahlungsintensitát hervorgerufener. Versuche, die Strahlungs- 
ntensität der beiden Strahlenarten genauer zu messen und daraus 
Schlüsse über die mehr oder weniger große Wirksamkeit der einen 
vier anderen Strahlenart zu ziehen, haben wir unterlassen, da solche 
schlüsse doch nur für die von uns gebrauchte Versuchsanordnung 
Geltung besitzen würden. In unseren Versuchen war nämlich das 
Blut in sehr dünner Schicht und großer Flächenausbreitung den Strahlen 
ausgesetzt, so daß auch die wenig durchdringenden Quarzlampen- 
strahlen gut zur Wirkung kommen konnten. Daß sie schwächer wirkten, 
kann unschwer durch die zeitlich wesentlich länger dauernde Radium- 
bestrahlung erklärt werden und braucht nicht auf verschiedener 
Wirkungsstärke der Strahlenarten zu beruhen. 

Die Versuche 22, 23 und 24 wurden in genau derselben Weise 
durchgeführt, wie die vorangehenden, nur daß die Radiumkapsel in 
ein 1,5 mm starkes Messingfilter eingeschlossen war. Die Ergebnisse 
(Abb. 3, stehende Kreuze, punktierte Kurve, und Ringe, strichpunktierte 
Kurve) stimmen mit denen der vorangehenden Versuche vollkommen 
überein. Die Filterung hat also keinen Einfluß auf das Ergebnis gehabt. 
Dies war zu erwarten gewesen, da ja auch ohne Messingfilter fast nur 
y-Strahlen durch die Silberkapsel hindurch zur Wirksamkeit kommen 
konnten. 


‚Diskussion der Ergebnisse. 

Das Wesen der Wirkung kurzwelliger Strahlung ist E 
weitgehend geklärt. Es handelt sich um eine Energietransformation 
der Wellenstrahlung, wobei Elektronen aus dem bestrahlten Körper 
losgelóst und mit berechenbarer Geschwindigkeit abgeschleudert 
werden. Die dabei emittierten Elektronen bezeichnet man als sekundäre 
ß-Strahlung. Es ist klar, daß negativ geladene Partikel durch das 
Abschleudern von Elektronen ihre Ladung verlieren, entladen werden 
müssen. Das ist gerade der Vorgang, den wir an der Phasengrenze 
auf Grund der Kohlensäurebindungskurve unter der Einwirkung der 
Bestrahlung annehmen müssen. Die Versuche mit kurzwelligen Strahlen 
sind also ein neuer Beweis für die Richtigkeit unserer Deutung des 
stetigen Kurvenverlaufs, den wir als den Ausdruck einer Entladung 
der Phasengrenze aufgefaßt haben. 

Die Bedeutung der Strahlenversuche geht aber deshalb viel weiter, 
weil sich der Vorgang der ß-Strahlenemission und dementsprechend 
der Entladungsvorgang zahlenmäßig durch die Einsteinsche Formel 
ausdrücken läßt: 

Erin = eV = hwv — Vo, 
21* 
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wobei Ev, die kinetische Energie des abgeschleuderten Elektrons mit 
der Elementarladung — e, v die Schwingungszahl der kurzwelligster. 
einwirkenden Strahlen, A einen Proportionalitätsfaktor, das Plancksch« 
Wirkungsquantum 6,5 x 10777, Y die Spannung bedeutet, die dem 
Elektron eine bestimmte Geschwindigkeit verleiht, also zugleich eir 
Ausdruck der Geschwindigkeit v, mit der das Elektron abgeschleudert 
wird (nach der Formel eV = m/2v?), und V, das Kontaktpotential. 
das erforderlich ist, um das Elektron aus seiner Bindung zu lösen 
Wird das Elektron aus einem Atom ausgelöst, so heißt V, die Ioni- 
sierungsspannung und hat für jedes Atom eine charakteristische Größe. 

Aus der Einsteinschen Formel ergibt sich, daß die kinetisch: 
Energie, also die Geschwindigkeit des abgeschleuderten Elektrons, um 
80 geringer ist, je kleiner die Schwingungszahl, je größer also die Wellen- 
länge des einwirkenden Lichtes ist. So muß sich eine obere Grenz 
der Wellenlänge erreichen lassen, bei der die zugeführte Energie gerad: 
noch ausreicht, das Elektron aus seinem Verbande zu lösen, bei der 
also hy = V, wird. Die Einsteinsche Formel kann auch auf gewóhn- 
liches oder ultraviolettes Licht angewendet werden. Die von solcher 
Lichte angeregten langsamen Kathodenstrahlen machen den lichi- 
elektrischen Effekt aus. Belichtung der Kathode, besonders durch 
Ultraviolettlicht, begünstigt die Entladung und kann eine vor de: 
Belichtung wegen unzureichender Spannung nicht zustande kommend’ 
Entladung herbeiführen (Hertzeffekt). Negativ geladene Körper ver- 
lieren unter dem Einfluß des Lichtes ihre Ladung, während Bestrahlung 
der Anode ohne Einfluß ist (Hallwachseffekt). Beide Effekte sind 
eine Oberflächenerscheinung und unipolar, d. h. auf die Kathode be- 
schränkt!). Der Vorgang spielt sich so ab, daß die negative Ladung 





unter dem Einfluß der Lichtstrahlen an das umgebende Gas oder die 


umgebende Flüssigkeit abgegeben wird und diese dadurch unipola: 
leitend macht. Auch von ungeladenen Körpern wird unter dem Einflub 
des Lichtes negative Elektrizität abgegeben, so daB sie mit positiver 
Ladung zurückbleiben; es findet also lichtelektrische Erregung statt. 

Das Auftreten des lichtelektrischen Effektes ist unabhängig von 
der Größe der bestrahlten Teilchen. Er findet sich als Ionisierung 
an Atomen nachweisbar und ist vor allem in einatomigen Gasen und 
Dämpfen eingehend untersucht. Er findet sich aber genau so gut an 
der Phasengrenze fest — flüssig einer in Flüssigkeit tauchenden Elektrode 
und an der Phasengrenze fest —gasförmig metallischer Kondensatoren. 

Es liegt nahe, die Kolloidteilchen, in Analogie mit metallischen 
Kondensatoren zu bringen und zuzusehen, ob sich an der Phasen- 
grenze flüssig— flüssig zwischen Kolloidteilchen und Dispersionsmittel 


1) L. Pincussen, Ergobn. d. Physiol. 19, 119, 1921. 
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ihnliche Vorgänge nachweisen lassen wie an der Phasenfrenze fest—gas- 
órmig metallischer Kondensatoren. Eine solche Analogie findet sich 
n der Tat in den hier mitgeteilten Beobachtungen über den licht- 
?lektrischen Effekt der ultravioletten, der Röntgen- und der y-Strahlen. 
Genau wie negativ geladene metallische Kondensatoren, so werden 
such Hämoglobinteilchen und Blutkörperchen durch diese kurzwelligen 
Strahlenarten vorzeitig ihrer negativen Ladung beraubt und eventuell 
positiv aufgeladen. 

Aber die Analogie geht noch weiter. Entsprechend der Einsteinschen 
Formel ließ sich zeigen, daß der photoelektrische Effekt, auf die gleiche 
auffallende Lichtmenge bezogen, mit zunehmender Wellenlänge ab- 
nimmt. Für die verschiedenen Metalle liegt das Maximum je nach 
der Natur des bestrahlten Metalles bei verschiedener Wellenlänge. 
Elster und @eitel konnten nachweisen, daß die Wellenlänge des wirk- 
samen Lichtes im allgemeinen um so größer ist, je empfindlicher das 
betreffende Metall, und zwar ordnen sich die lichtelektrisch wirksamsten 
Metalle in folgender Reihe: RR>K>Na>Li>Mg>Tl> Zn. 
Rubidium ist sogar für dunkelrot empfindlich. Ferner zeigte sich, 
daß man die Strahlenquelle um so langwelliger wählen darf, je elektro- 
positiver das Metall ist!). 

Die Wellenlänge des Lichtes, das gerade noch ausreicht, die Ent- 
ladung eines solchen Kondensators herbeizuführen, ist uns also nach 
der Einsteinschen Formel ein Maß für die Entladungsspannung V,, 
die gerade ausreicht, das Elektron aus seinem Verbande zu lösen. 
Die Größe dieser Entladungsspannung ist für jedes Element in der 
physikalischen Feinstruktur des Atoms bzw. in dem Aufbau des Moleküls 
begründet. Speziell für die Alkalimetalle ist es klar, daß das Valenz- 
elektron der Anziehung des positiven Kernes um so weniger unterliegt, 
je weiter entfernt es von diesem Kerne sich befindet und je mehr die 

Kernladung durch andere Elektronenringe abgeschirmt ist. So muß 
die Entladung in dieser Reihe des periodischen Systems mit steigendem 
Atomgewicht immer geringere Energiezufuhr erfordern, was durch 
die tatsächlichen Versuche bestätigt wird und sich auch in der Lage 
der charakteristischen Spektrallinie ausdrückt. 

Vermehren wir nun in einer Kolloidlösung, etwa in einer hämo- 
globinhaltigen Lösung oder in einer Blutkörperchensuspension, die 
Wasserstoffionenkonzentration durch Zutitrieren von Kohlensäure, wie 
wir das in zahlreichen früheren Untersuchungen getan haben, so ver- 
mehrt man dadurch nach der Nernstschen Formel, solange kein Ionen- 
austausch zwischen disperser Phase und Dispersionsmittel stattfindet, 
das Phasengrenzpotential. Die Wasserstoffionenkonzentration, bei der 


1) L. Pincussen, Le 
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eine Entladung der Phasengrenze stattfindet, ist uns also ein Maßstab 


für das die Phasengrenze entladende Phasengrenzpotential, wobei wir 
uns erinnern, daß wir ja auch mit der Gaskette nicht eigentlich Wasser- 
stoffionenkonzentrationen, sondern Phasengrenzpotentiale messen. 
Durch das Verfahren der Titration mit Kohlensäure messen wir als: 
die Entladungsspannung der Phasengrenze. Sie ist gleich dem charal. 
teristischen Phasengrenzpotential, bei dem die elektrische Doppe.- 
schicht zerreißt. Nun haben wir in einer früheren Untersuchung’ 
für die Alkalimetalle nachgewiesen, daß die Entladung des Hámoglobir: 
und roter Blutkörperchen durch den Elektrolytgehalt der Suspension: 
flüssigkeit beeinflußt wird und daß speziell die Alkaliionen begünstigen: 
wirken in der Reihenfolge: CS > Rb>K>Na=Li Es ist dis 
dieselbe Reihe, die sich bei der Beobachtung des lichtelektrischen 
Effektes an metallischen Kondensatoren an der Phasengrenze fest —ga- 
förmig ergeben hatte. Die Erdalkalien hatten die Entladung der Kolloid- 
teilchen noch mehr erschwert als Natrium, was der Stellung de: 
Magnesiums in den oben angeführten Versuchen an Kondensator: 
entspricht. Aus unseren Versuchen mit Titration durch Kohlensäur 
ergibt sich aus der Wasserstoffzahl der Suspensionsflüssigkeit, bei de: 
der die Entladung anzeigende Knick der Bindungskurve auftritt, da: 
die Entladungsspannung von Cásium zu Rubidium, von da zu Kaliun. 
von da zu Natrium jedesmal um rund 7 Millivolt steigt. Im Rahme! 
unserer cben entwickelten Gedankengänge möchten wir mit gebührend: 
Reserve die Hypothese aussprechen, daß diese regelmäßige Abstufun: 


innerhalb der Reihe der Alkalien damit zusammenhängt, daB mi ` 


jedem in der Reihe folgenden Element das Valenzelektron um ein- 
Energiestufe weiter von dem Kern entfernt ist. Dadurch würde sich 
der absolut regelmäßige Abstand des Knickes der Bindungskurve in 
der Reihe der Kationen erklären, von dem wir!) von Anfang an an- 
nehmen mußten, daß er in der physikalisch-chemischen Konstitutior. 
der Materie begründet sei. Bald?) hatten wir auch darauf hingewiesen. 
daß es sich um die Wirkung gequantelter Kräfte handle, und daß diese 
Wirkung nicht an das Ion gebunden sei, sondern auch dem Atom 
zukomme. Grundsätzlich genau dieselben Wirkungen, die wir be 
Zusatz von Aluminium- und Lanthansalzen zu Kolloidlósungen gr- 
funden hatten, ergaben sich ja auch bei Zusatz von Borsäure, die bei 
ahnähernd neutraler Reaktion nicht in ionisierter Form auftritt. Nach 
unserer unten noch näher entwickelten Vorstellung verlieren aber die 
an der Phasengrenze adsorbierten Massenteilchen weitgehend die 
Eigenschaft von Ionen, da sie durch das Valenzelektron an die Phasen. 


1) H. Straub und Kl. Meier, diese Zeitschr. 98, 228, 1919. 
2) Dieselben, ebendaselbst 111, 45, 1920. 
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enze gefesselt werden und durch diese salzartige Bindung ihre freie 
menladung und lonembeweglichkeit einbüßen. Alle diese früher 
machten Beobachtungen sind also durch die hier entwickelten Vor- 
ellungen mühelos zu erklären. Der Einfluß der inneren Elektronen- 
nge des Atoms auf die Lage der äußeren Bahnen ist noch zu wenig 
eklärt, als daß er in die Überlegungen heute schon einbezogen werden 
önnte. Die durch ihn denkbare Beeinflussung der Entladungsspannung 
st wohl auch zu gering, als daß sie nicht in der Fehlerbreite der Methode 
'erschwände. Die Sonderstellung des Lithiums könnte man auf den 
yesonders eigenartigen Bau des Atoms beziehen, wie ja überhaupt 
lie Elemente mit dem niedrigsten Atomgewicht in jeder Reihe des 
periodischen Systems der Elemente aus diesem Grunde in mancher 
Beziehung eine Sonderstellung einnehmen. Die kompliziertere Wirkung 
anderer Reihen des periodischen Systems auf die Phasengrenze auf- 
zuklären, muß weiterer Forschung vorbehalten bleiben. Die reine 
Physik hat da sicher erst noch manche Vorarbeit zu leisten. Es ist 
ja klar, daß die Sprengung der Elektronenbindung verwickeltere Formen 
annehmen muß, wenn der äußere Elektronenring mit mehreren Elek- 
tronen besetzt ist. Das, was man bisher als Einfluß der Wertigkeit 
bezeichnet hat, kommt in diesem Sinne hier wesentlich mitbestimmend 
in Betracht. Vielleicht gestattet das von uns vorgelegte Material auch 
für rein physikalische Zwecke eine Verwertung wegen der hohen Ge- 
nauigkeit, mit der sich durch unser Verfahren die charakteristische 
Phasengrenzspannung zwar nicht ihrem absoluten Betrage nach, aber 
doch als Differenz gegen einen willkürlichen Nullpunkt, aus der Wasser- 
stoffionenkonzentration der Suspensionsflüssigkeit ermitteln läßt. 

Der starke Einfluß, den die Kationen auf die Vorgänge an der 
Phasengrenze besitzen, muß, da es sich ja bei dem photoelektrischen 
Effekt ebenso wie bei den anderen beobachteten Vorgängen um Ober- 
flächenerscheinungen handelt, aus der Anreicherung der Kationen an 
der Oberfläche durch Adsorption erklärt werden. Nach der Theorie 
von Freundlich werden die Kationen, die sich ja vor allem auf negativ 
geladene Kolloide als wirksam erweisen, durch elektrische Zugkräfte 
an der Oberfläche festgehalten. Als das Bindeglied muß dabei, analog 
dem Molekülbau, das Elektron gedacht werden, das einerseits der 
Oberfläche des durch seine Anwesenheit negativ geladenen Kolloids 
angehört, andererseits aber durch elektrostatischen Zug an den positiven 
Kern des Kations gefesselt wird. Ob es dabei räumlich näher dem 
Kolloidteil oder dem Kation gelagert ist, ist von der Beschaffenheit 
der beiden Kerne sehr weitgehend abhängig. Im Kochsalzmolekül 
sitzt das Valenzelektron sehr nahe dem Chlorkern. Ob dies ebenso ist, 
wenn statt des Chlorions ein Kolloidteilchen eintritt, wissen wir nicht. 
Jedenfalls muß, sobald durch ein ausreichend starkes Phasengrenz- 
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potential oder durch Bestrahlung das Elektron aus dem Verbande 
gelöst wird, die Bindung zwischen Kolloidteilchen und adsorbiertem 
Kation gelöst werden. Das Kation geht in die Lösung, das Kolloid- 
teilchen bleibt entladen zurück, das Elektron wird als -Strahl emittiert, 
um in der Lösung entweder ein anderes positiv geladenes Teilchen 
zu neutralisieren oder ein ungeladenes Teilchen zu ionisieren. Di 
Doppelschicht an der Phasengrenze aber wird durch diesen Vorgan: 
beseitigt. 

Durch die Einführung des Begriffes der Entladungsspannung, den 
wir aus der Einstein schen Formel entnommen und auf die von un 
beobachteten Vorgänge an der Phasengrenze übertragen haben, ver- 
stehen wir nun auch die Unstetigkeit der Kohlensäurebindungskur:. 
Sobald das Phasengrenzpotential den für die Entladungsspannun: 
charakteristischen Wert auf irgend eine Weise, z. B. durch Säurezusst: 
zur Suspensionsflüssigkeit, erreicht hat, beginnt die Zerstörung der 
elektrischen Doppelschicht durch Absprengung von Elektronen un 
Befreiung adsorbierter Kationen. Solange der Kationenbelag der 
Doppelschicht nicht erschöpft ist, neutralisieren die befreiten Kationen 
zutitrierte Säureanionen und setzen dadurch die Grenzspannung wieder 
unter die Entladungsspannung herab. So bleibt die Reaktion der 
Suspensionsflüssigkeit konstant, bis die ganze Doppelschicht zer- 
stört ist. | 

Der durch die Unstetigkeit der Bindungskurve angezeigte un- 
stetige, von der Entladungsspannung abhängige Entladungsvorgan; 
setzt offenbar erst dann ein, wenn die Phasengrenze mit Ionen einfach 
belegt ist. Es handelt sich also bei diesem Vorgange um die Abgabe 
der letzten Elektronen des Kolloidteilchens. Der Verlauf der Bindung:- 
kurve vor Auftreten der Unstetigkeit, der eine allmähliche Abgabe 
von Kationen anzeigt, beweist, daß die Phasengrenze bei ausreichend 
alkalischer Reaktion der Suspensionsflüssigkeit mehrfach beladen ist. 
Diese mehrfache Beladung wird ohne ausgesprochene Unstetigkeit 
abgestoßen in einer Form, die mehr den Ionisationsvorgängen homogener 
Systeme entspricht und sich deshalb den Formeln des Massenwirkung*- 
gesetzes fügt. Die Abgabe zahlreicher basischer Valenzen durch ein 
einzelnes Kolloidteilchen findet so ihre Erklärung. Stöchiometrische 
Vorstellungen freilich sollte man offenbar auch auf diesen stetigen 
Teil der Bindungskurve nicht anwenden. | 

Sehr beachtenswert ist die in unseren Versuchen zutage tretende 
Erscheinung, daß durch den photoelektrischen Effekt bei mäßig langer 
Dauer der Einwirkung mit geringerer Strahlungsintensität, speziel 
bei den Blutkórperchensuspensionen, die Phasengrenze zwar noch 
nicht vollständig zerstört, ihre Auflösung vielmehr in der Weise ein- 
geleitet wird, daß nunmehr eine geringere zutitrierte Sáuremengt. 
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lso ein geringeres Phasengrenzpotential, zum Auftreten der Un- 
tetigkeit der Bindungskurve, d. h. zur Einleitung des Entladungs- 
organges, genügt. Genau dieselbe Beobachtung hatten wir auch bei 
urzdauernder Einwirkung von «-Strahlen gemacht!). Es scheint, 
ls hätte die Bestrahlung noch nicht ausgereicht, um das verbindende 
slektron ganz aus seinem Verbande herauszusprengen. Aber doch 
väre es aus seiner kernnahen Lagerung auf eine peripherere Elektronen- 
bahn unter Energieabsorption gehoben worden, so daß nunmehr eine 
zeringere Phasengrenzspannung zu seiner völligen Auslösung genügt. 
Die Hebung des Elektrons auf eine vom Kern entferntere Bahn liegt 
dem “Vorgange der Lichtabsorption zugrunde, ist also ein bekannter 
Vorgang. Wieweit solche Annahmen bei Bestrahlung mit kurzwelligem 
Lichte mit der Einsteinschen Formel vereinbar sind, ist aber eine 
andere Frage. Man möchte zunächst annehmen, daß die absorbierte 
Energie der ausreichend kurzwelligen Strahlen genügt, um das Elektron, 
wenn überhaupt, sogleich vollständig aus seinem Komplex zu lösen. Wir 
können deshalb diese Frage nicht als ausreichend geklärt ansprechen. 
Stellt man sich auf den Boden der auf Grund unserer Versuchs- 
ergebnisse von uns hier entwickelten Vorstellungen, so kommt man 
weit ab von den alten Anschauungen über Ionenpermeabilität der 
roten Blutkörperchen, von denen auch wir bei unseren ersten Ver- 
öffentlichungen zu dieser Frage ausgegangen waren. Die semipermeable 
Membran, die für Kationen undurchgängig die Blutkörperchen um- 
geben soll, hat in unserer jetzigen Anschauung keinen Raum mehr. 
Das, was man als Ionenaustausch zwischen Innen- und Außenflüssigkeit 
zu beiden Seiten der hypothetischen Membran aufgefaßt hat, beziehen 
wir auf die Adsorptionsvorgänge an der Phasengrenze, wobei wir den 
Phasengrenzkräften entscheidenden Einfluß zuweisen. Nunmehr wird 
es auch klar, warum bei jeder Veränderung der Zusammensetzung 
der Phasengrenze, eventuell durch spurweise Beimengung oberflächen- 
aktiver Bestandteile, mit größter Geschwindigkeit grundlegende Ände- 
rungen der an die Phasengrenze gebundenen Lebenserscheinungen 
auftreten müssen. Natürlich wird die chemische Zusammensetzung 
der Phasengrenze, besonders ihr Lipoidgehalt und die Beeinflussung 
der in der Phasengrenze angereicherten Lipoide durch Pharmaka die 
Grenzspannung und die lonenadsorption tiefgreifend beeinflussen. 
Über die an diese Veränderungen der Phasengrenze gebundenen Lebens- 
vorgänge hoffen wir auf dem betretenen Wege noch manche Aufklärung 
erhalten zu können. Von der Aufklärung des Rätsels der Vorgänge 
im Innern der Zelle aber sind wir offenbar noch weiter entfernt, als 
wir nach der früheren Vorstellung geglaubt hatten. 


1) H. Straub und Kl. Gollwitzer-Meier, diese Zeitschr. 186, 128, 1923. 
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Zusammenfassung. 

Mäßig intensive, nicht zu Methämoglobinbildung bzw. Hämolyx 
führende Bestrahlung hämolysierten Blutes und menschlicher, in isv- 
tonischer Kochsalzlösung suspendierter roter Blutkörperchen dur 
kurzwellige Strahlen der Quarzlampe, durch Röntgenstrahlen un: 
durch e Strahlen des Radiums führt zu charakteristischen Veränderunge:. 
der Kohlensäurebindungskurve der bestrahlten Lösungen. Die Ur. 
stetigkeit der Bindungskurve tritt schon bei viel stärker basische 
Reaktion auf als in unbestrahlten Proben. Vielfach wird die Unsteti:- 
keit vollkommen aufgehoben, und die Kohlensäurebindungskum | 
nimmt einen anhaltend und stetig ansteigenden Verlauf. Die Ver 
änderungen der Bindungskurve sind identisch mit den durch die Wirkun: ` 
von &-Strahlen und durch galvanischen und faradischen Strom er- 
haltenen. | 

Die Veränderung der Bindungskurve weist auf eine Begúnstigun: 
der Entladung der Phasengrenze bzw. auf eine völlige Aufhebung der | 
elektrischen Doppelschicht der Phasengrenze hin. Sie muß als phot«- 
elektrischer Effekt aufgefaBt werden, der in einer Loslósung von Elek- 
tronen aus der Phasengrenze und Emission derselben in Form langsame: | 
Kathodenstrahlen besteht. | 

Der Vorgang läßt sich nach der Einsteinschen Formel quantitatii 
behandeln. Die Wasserstoffzahl, bei der eine die Entladung der Phaser- 
grenze anzeigende Unstetigkeit der Bindungskurve auftritt, ist da 
Maß des Phasengrenzpotentials, das die Entladung herbeiführt. E: 
entspricht der Entladungsspannung der Einsteinschen Formel, d. h. dem 
Grenzpotential, dessen Spannung eben zureicht, das Elektron aus der 
Phasengrenze zu befreien. 

Der früher beobachtete Einfluß der Kationen auf diese Entladung: 
spannung entspricht den an anderen Phasengrenzen, besonders auch 
an metallischen Kondensatoren beobachteten Erscheinungen. Di 
biologische Bedeutung der Ionen beruht offenbar weitgehend auf dr 
durch sie hervorgerufenen Beeinflussung des Phasengrenzpotentials. 
speziell der Entladungsspannung der Phasengrenze. Durch Titration 
mit Kohlensäure läßt sich der Einfluß der Ionen auf die Entladung 
spannung mit bisher unerreichter Genauigkeit messen. In der Reihe 
der Alkalien ändert sie sich von Na zu K zu Rb zu Cs je um 7 Millivolt. 

Die unstetige, bei charakteristischem Grenzpotential auftretende 
Zerstörung der elektrischen Doppelschicht der Phasengrenze mit Ent- 
ladung des Kolloidteilchens beginnt bei einfacher Belegung der Doppel- 
schicht. Die bei niedrigerem Phasengrenzpotential mögliche mehr- 
fache Belegung der Phasengrenze dagegen wird mit wachsendem Grenz- 
potential allmählich und stetig abgestoBen. 
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1. Blutkörperchensuspension in isotonischer NaCl-Lósung. Eis 


iciahlt. Bestrahlt mit Quarzlampe 30 Minuten. Abb. 1, liegende Kreuze, 
Sstrrichelte Kurve. 
C O,-Spannung. . . . . . 15,8 29,0 37,8 95,7 148,6 
C O,-Kapazität. . . . . . 21,8 39,7 46,0 66,6 58,9 

47,8 58,3 
Pra... sa e TAL 7,37 7,32 6,96 6,76 

7,33 6,98 

Eat A, ADO 
Knick. 
2. Blutkórperchensuspension, ebenso vorbehandelt. 
C O,-Spannung . . 15,6 35,3 43,7 52,1 121,6 158,8 
CO,-Kapazitát . . 18,6 27,7 40,8 47,7 50,3 53,4 
18,7 39,9 
Der een e 733 7,14 7,20 7,18 6,80 6,68 
7,33 7,19 
Knick. 
3. Blutkörperchensuspension in isotonischer NaCl-Lósung. Bestrahlt 
nit Róntgenstrahlen. Abb. 1, Punkte, punktierte Kurve. 
CO,-Spannung. ..... 11,6 30,6 40,8 50,4 68,0 
CO,-Kapazität. . . . . . 19,3 31,4 40,6 40,8 43,8 
22,7 31,7 39,9 41,9 45,3 
Dd e o DO 7,26 7,23 7,13 7,02 
| 7,57 7,26 7,22 7,14 7,03 
DD ([QDQeqOíCíCíq Y A i 
Knick. 

4. Blutkörperchensuspension, ebenso vorbehandelt. 
CO,-Spannung. . . . . . 12,7 . 31,1 36,9 71,7 
CO,-Kapazität. . . . . . 21,2 28,1 32,1 37,9 

18,8 35,1 36,9 
Pas = zahl cs e e et 7,20 7,18 6,93 
i 7,45 7,22 6,92 
a, 
Knick. 
5. Blutkórperchensuspension in isotonischer NaCl-Lösung. Bestrahlt 
mit Radium. Abb. 1, stehende Kreuze, ausgezogene Kurve. 
CO,-Spannung . . 18,1 37,7 52,7 92,0 137,3 190,1 
CO,-Kapazitát . . 19,3 31,5 39,6 38,7 56,3 — 60,5 
18,7 39,2 l 
Dep, 30 7,16 7,10 6,82 6,78 6,65 
7,29 Knick. 7,09 Knick. 

6. Blutkörperchensuspension, ebenso vorbehandelt. 

CO,-Spannung. . . . . . 30,0 51,7 73,9 97,9 
CO,-Kapazitát . . . . . . 26,0 42,0 47,2 49,3 

47,2 
E E pe ER 7,13 7,01 6,89 


Knick. 6,88 
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7. Blutkörperchensuspension, ebenso vorbehandelt. 
CO,-Spannung . . 17,4. 34,4 49,1 91,1 192,2 201,3 


CO,-Kapazität. . 22,7 29,0 39,4 50,9 75,3 12,6 
23,6 26,0 
De - 7,39 7,17 7,13 6,94 6,75 6,69 
7,40 7,13 
Se, a 
Knick Knick. 


8. Blutkórperchensuspension, ebenso vorbehandelt. Abb. 1, Rn, 


ausgezogene Kurve. 
CO,-Spannung . . 19,1 38,6 58,6 98,5 113,0 206,4 


CO,-Kapeazitát . . 18,8 31,7 39,2 42,9 . 49,6 56,8 
Pao. e e e e 7,26 7,15 7,04 6,83 6,825 6,51 
Do. ———— 
Knick. Knick. 


9. Blutkórperchensuspension in isotonischer NaCl-Lösung. Bestral3 
mit Radium, Messingfilter 1,5 mm. Abb. 1, Pfeile, ausgezogene Kure 


CO,-Spannung . . 15,8 28,3 37,7 44,6 50,2 125,3 1844 
CO,-Kapazität . . 20,0 22,8 30,6 39,0 40,0 53,6 Hi 
31,6 39,0 
E A 7,37 71,16 715 7,17 7,13 6,81 67 
7,16 7,12 
Knick. Knick. 


10. Blutkórperchensuspension, ebenso vorbehandelt. | 
CO,-Spannung . . 14,6 26,7 35,6 49,8 77,6 100,0 
CO,-Kapazitát . . 12,5 18,4 24,5 29,3 32,7 AL: | 


| 
Py - 7,22 7,10 7,08 7,00 6,83 68 


kg — 
Knick. Knick. 
11. Blutkórperchensuspension in NaCl 0,1325 mol., CaCl, 0,015 mi 
Bestrahlt mit Radium. 





CO,-Spannung . . .... 18,0 38,1 53,9 78,6 115,6 
CO,-Kapazität . . . . . . 22,2 26,8 40,5 40,8 49,8 
23,0 i 39,0 52,4 
Dai as DEN 7,09 7,10 6,92 6,82 
7,38 6,90 6,81 
j EE 
Knick. Knick 
12. Blutkörperchensuspension in NaCl 0,09 mol., CaCl, 0,045 mol. 
CO,-Spannung . . . . . . 17,2 38,5 48,4 53,6 89,0 
CO,-Kapazität . . . . . . 16,8 28,9 32,9 34,2 39,3 
33,2 
Disks ara ua 425 79,116. 7,06 7,03 6% 
Knick. 7,07 Knick. 


13. Hämolyseblut (Saponin), eisgekühlt. Bestrahlt mit Quarzlamp 
30 Minuten. Abb. 2, Ringe, ausgezogene Kurve. 
CO,-Spannung . . 39,3 78,2 110,2 123,1 146,8 179,8 2235 
CO,-Kapazität . . 45,5 68,8 73,0 76,6 87,4 93.5 102 
42,8 
Deol ia 7,29 7,14 701 6.97 6.95 6,88 6 
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14. Hämolyseblut, ebenso vorbehandelt. 
CO -Spannung . . 27,0 41,7 54,7 67,2 70,1 101,3 
CO,-Kapazität . . 39,6 50,2 51,0 56,2 58,1 70,7 
l 59,7 
Pa 3 2 ae 7,41 7,30 7,19 7,13 : 7,12 7,03 
7,14 


15. Hämolyseblut (Saponin), nicht gekühlt. Bestrahlt mit Quarz- 
Vote 2 Stunden 15 Minuten. 


CO,-Spannung. . . . » . 17,6 38,8 53,9 69,7 129,6 
CO,-Kapazitát . . . . . . 26,2 40,9 48,8 54,5 68,6 
26,1 42,1 54,3 68,8 
Die ES E e e E 7,44 7,25 7,17 7,10 6,90 

7,44 7,26 7,10 6,90 


16. Hámolyseblut (Saponin) + 0,02 mol. HCl. Bestrahlt mit Quarz- 
ampe 30 Minuten. Abb. 2, stehende Kreuze, strichpunktierte Kurve. 


CO,-Spannung . . . . . . 18,1 70,1 94,8 130,7 155,0 
CO,-Kapazitát . . . . . . 22,8 38,6 43,3 51,8 64,8 
50,2 64,2 
o dr ab 2. 7,37 6,95 6,85 6,77 6,79 
6,76 6,78 

Knick. 


17. Hämolyseblut (Saponin). Bestrahlt mit Röntgenstrahlen. Abb. 2, 
liegende Kreuze, gestrichelte Kurve. 

CO,-Spannung . . 26,5 46,3 49,4 55,9 68,0 86,3. 

CO,-Kapazität.. . 28,8 41,0 44,2 47,0 51,0 53,7 


28,6 430 42,2 51,4 
Pad di aos 7,29 717 717 7,14 7,08 6,99 
7,29 7,19 7,16 6,97 


18. Hämolyseblut (Frieren), ebenso vorbehandelt. Abb. 2, Punkte, 
punktierte Kurve. 

CO,-Spannung . . 23,7 43,8 44,6 59,9 63,9 90,2 
CO,-Kapazität . . 35,3 43,1 42,1 48,1 48,9 51,8 
34,6 42,3 41,2 45,8 
Pass sae 7,42 7,22 7,20 7,12 7,10 6,96 

: 7,41 7,21 7,19 7,10 


19. Hämolyseblut (Saponin). Bestrahlt mit Róntgenstrahlen. 
CO,-Spannung . . 26,7 49,2 63,0 67,2 70,6 99,4 
CO,-Kapazität . . 38,5 49,9 55,1 58,7 61,0 64,6 


36,6 50,0 61,0 65,0 
Duero... . 71,40 7,23 7,15 7,15 7,14 7,00 
7,38 7,23 7,14 7,01 


20. Hämolyseblut (Saponin). Bestrahlt mit Radium. Abb. 3, liegende 
Kreuze, ausgezogene Kurve. | 
CO,-Spannung . 27,5 54,3 68,1 70,9 138,6 199,7 239,3 
CO,-Kapazitát . 35,6 47,5 52,3 54,5 70,5 85,0 92,5 
32,2 46,3 56,9 55,8 70,6 
Di 2 E Le % 7,36 7,16 7,10 7,09 6,88 6,78 6,73 
7,32 715 715 7,10 6,88 
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21. Hämolyseblut, ebenso vorbehandelt.  Abb. 3, Punkte, gestricheit 
Kurve. | | 


CO,-Spannung . . 28,4 62,7 74,5 108,6 151,5 190,4 


CO,-Kapazitát . . 37,6 521 54,0 66,7 80,5 89,5 
35,9 521 550 68,3 
Po a 7,36 713 706 6,98 6,89 68 


7,35 . 7,13 7,07 6,99 


22. Hämolyseblut (Saponin). Bestrahlt mit Radium, Messingfihs 
1,5 mm. Abb, 3, stehende Kreuze, punktierte Kurve. 


CO,-Spannung . . 27,9 44,7 57,6 61,5 72,6 107,1 154 

CO,-Kapazität . . 39,8 48,9 556,0 56,0 62,1 73,8 Ch 
50,0 53,1 61,4 

DE? 2m a g 7,39 7,26 7,19 7,17 7,14 7,03 en 
7,27 7,18 7,14 


23. Hámolyseblut, ebenso vorbehandelt. Abb. 3, Ringe, str 
punktierte Kurve. 


CO,-Spannung . . 29,6 44,1 65,6 71,8 120,5 154,4 


CO,-Kapazitát . . 42,7 54,6 58,7 65,1 81,1 85,1 
40,2 53,4 60,6 63,9 79,5 86,8 

N A 7,40 7,31 7,16 7,16 7,01 6,91 
7,37 7,30 7,17 7,1 7,00 6,92 

24. Hämolyseblut, ebenso vorbehandelt. 

CO,-Spannung. ..... 27,1 50,6 89,7 110,5 133,7 
CO,-Kapazität. . . . . . 36,4 54,0 66,5 11,0 79,1 
36,8 50,2 67,9 11,3 

Dar Sea e a RO 7,24 7,06 6,99 6,95 


7,38 7,21 6,97 6,9 


Zur Frage des sogenannten künstlichen Globulins. 
Von 
G. Fanconi. 
(Aus dem hygienischen Institut der Universitát Basel.) 


(Eingegangen am 13. Mai 1923.) 


Im Jahre 1903 teilte Joachim!) mit, daß im Blutserum eines 
Pferdes neci der Immunisierung mit Diphtherietoxin das Globulin auf 
Kosten des Albumins zugenommen hatte. Moll behauptete im Jahre 
darauf, daß sich auch in vitro Albumin leicht in Globulin umwandeln 
lasse. Obwohl diese Behauptung verschiedentlich widerlegt wurde?), 
taucht sie doch bald in dieser, bald in jener Form immer wieder in 
der Literatur auf, so daß es berechtigt erscheint, sie noch einmal auf 
einem anderen als dem chemischen Wege, nämlich auf dem immuno- 
logischen auf ihre Richtigkeit zu prüfen. 


Moll?) konnte 1904 zeigen, daß eine alkalisierte, eine Stunde lang 
bei 60° gehaltene Albuminlösung bei Halbsättigung mit Ammonsulfat 
zum guten Teile ausfällt, sich also in dieser Beziehung nicht mehr wie das 
Ausgangsmaterial, sondern wie Globulin verhält. Er glaubte sich um so 
mehr berechtigt, dieses künstliche Globulin als identisch mit dem natür- 
lichen anzusehen, da ihm der Nachweis gelang, daß das künstliche Globulin 
ungefähr denselben niedrigen Schwefelgehalt wie das natürliche im Gegen- 
satz zum schwefelreichen Albumin hat. Kämmerer und Aubry*) bestätigten 


1) Pflügers Arch. f. Physiol. 98. 1903. 

2) Schanz hatte unter anderem behauptet, daß das Licht die Struktur 
der Eiweißkörper in dem Sinne verändere, daß aus leicht löslichen schwer 
lösliche werden. Neuberg und K. Schwarz (Berl. klin. Wochenschr. 1917, 
Nr. 9) konnten dagegen zeigen, daß die Belichtung den optischen Drehungs- 
wert der Eiweißlösungen nicht alteriert, was bei jeder strukturellen Ver- 
änderung eines Proteins, also auch bei der Umwandlung von Albumin 
in Globulin der Fall sein müßte. — Wo. Pauli reinigte Serumeiweiß- 
körper weitgehend durch Elektrodialyse, stellte fest, daß es nur einen 
wasserlóslichen Eiweißkörper im Serum gibt, nämlich das Albumin und 
vermochte ,,fúr die vielfach behauptete Umwandlungsfähigkeit der Serum- 
eiweißstoffe ineinander‘: ,,an zuverlässig gereinigtem Material keinerlei 
Unterlage zu finden“. (Sitzber. d. math. naturw. Klasse d. Akad. d. Wiss. 
in Wien vom 25. Januar 1923.) - 

3) Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 563, 1904. 

4) Diese Zeitschr. 48, 247, 1913. 
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in der Folge die Angaben MoUs, waren aber so vorsichtig, nicht ohne. 
weiteres von Überführung von Albumin in Globulin zu sprechen, sondern 
nur von einer Verschiebung der Fällungsgrenzen. 1905 beobachtete Sikes! 
eine Zunahme der Globulin- und eine Abnahme der Albuminfraktion i- 
eiweißhaltigem Harn, welcher mehrere Tage gestanden hatte oder au 
45° erhitzt worden war. Zur Erklärung dieser Erscheinung bediente si:' 
Sikes der Mollschen Hypothese. 

Auch in den neuesten Arbeiten begegnet man der Behauptung, = 
ließe sich Albumin in vitro relativ leicht in Globulin umwandeln und ur. 
gekehrt. In der zweiten Auflage von Bechholds ‚Die Kolloide in Biolog: 
und Medizin‘ (1919) lesen wir z. B. auf S. 179: ,,Als künstliche Globubr 
kann man die Substanzen bezeichnen, die A. Mayer aus Eieralbun: 
hergestellt hat. Er fand, daß, wenn man jenem eine bestimmte Mers 
Schwermetallsalzlósung ... zusetzt, der dabei entstehende Niederschi; 
in Wasser unlöslich, in Elektrolytlösungen hingegen löslich ist. A: 
Grund dessen ist die Frage, welche A. Mayer aufwirft, wohl zu erwägır. 
ob nämlich die Globuline Komplexe von Albuminen sind.“ Ferner gt: 
Bechhold auf S. 154 an: ,,Auch durch Licht, besonders durch kurzwelligs. 
wird Albumin teilweise in Globulin überführt und schließlich ausgeflocki” 
In einer Arbeit von Kanai?) finden sich ferner folgende Sätze (S. 5%: 
„Eine Erklärung für diese Erscheinungen (nämlich, daß im auf 42 vor. 
gewármten Serum die Sedimentierungsgeschwindigkeit der Erythrocyte: 
geringer ist als im nicht vorgewärmten) vermag Fahreus nicht zu geber: 
er vermutet, daß sich durch die Erhöhung der Temperatur von 26 auf A7 
vielleicht Globulin in Albumin umwandle, so wie sich nach amerikanisch: 
Autoren bei noch höherer Temperatur (57 bis 58%) umgekehrt Album: 
in Globulin verwandeln soll.“ Höber und Kanai selbst folgen allerdins 
Fáhreus nicht, sondern beschreiben eigentlich nur den Vorgang, ohr 
sich auf eine bestimmte Hypothese festzulegen, indem sie sagen: „Da 
Erwärmen ändert eine Globulinlösung in ihrer Sedimentierungsgeschwind;- 
keit so, daß sie einer Albuminlösung ähnlicher wird“. Endlich bericht: 
Ruppel?) 1922, daß es ihm gelungen sei, durch starke Alkalisierung einer 
Albuminlósung (*/¡p der Normalität) und durch Aufbewahren derselben 
bei 37% während 3 Tagen ein Produkt zu erhalten, das ‚alle Kriterien des 
Euglobulins”* zeigt (S. 196). 

Sofern man zur Definition des Albumins und Globulins au: 
schließlich einige physikalische Eigenschaften, wie Löslichkeit in Wasser. 
Ausflockung durch Salze usw. benutzt, mögen die Behauptungen ' 
über die Umwandlungsfähigkeit der beiden Eiweißkörper ineinander 
berechtigt sein. Dabei muß man sich aber immer bewußt bleiben. 


über die chemische Natur derselben nichts ausgesagt zu haben. 


Gegen die chemische Identität des natürlichen und künstlichen Glo- 
bulins wurden schon frühzeitig gewichtige Bedenken geäußert (Abderhalden. 
Hammarsten, Gibson, Hartley) War es doch gelungen, fundamentale 
strukturchemische Unterschiede zwischen Serumalbumin und -globulin 
nachzuweisen. Das Albumin erwies sich im Gegensatz zum Globulin ak 


1) Journ. of Physiol. 33, 101, 1905. 
2) Pflügers Arch. 197, 583, 1923. 
3) Zeitschr. f. Hyg. 97, 188, 1922. 
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vkokoll-!) und phosphorfrei, ferner als sehr arm an Kohlehydraten, 
für um etwa das Doppelte reicher an Schwefel (Mörner). Auch die pro- 
ntuale Beteiligung einiger Aminosäuren (Lysin, Prolin usw.) am Aufbau 
s Albuminmolekiúls weicht erheblich von den beim Globulin festgestellten 
erhältnissen ab. 

Dernnach war es a priori schon höchst unwahrscheinlich, daß ein 
lativ so gelinder Eingriff wie die Erwärmung auf 60° so tiefgreifende 
ıemische Umänderungen des Eiweißmoleküls bewerkstelligen sollte, Aber 
; wurden bald auch weitere direkte chemische Beweise für die Unhalt- 
arkeit der Mollschen Hypothese erbracht. 

1912 zeigten Obermayer und Willheim?)?), dal der Aminoindex (Quotient 
es Gesamtstickstoffs nach Kjeldahl, dividiert durch den formoltitrierbaren 
tickstoff) beim Pferdeglobulin 21, beim Albumin dagegen nur 13 beträgt. 
Aer Index des künstlichen Globulins nach Moll wich in keiner Weise von 
lemjenigen des als Ausgangsmaterial dienenden Albumins ab. Gibson 
and um die gleiche Zeit, daß künstliches Pseudoglobulin dieselbe Stickstoff- 
verteilung (untersucht nach der Methode von Osborne und Harry) hatte 
vie Albumin im Gegensatz zu nativem Pseudoglobulin, das durch seinen 
niedrigen basischen Stickstoff charakterisiert ist. 

1913 verglichen Bywaters und Tasker*) einige chemische Eigenschaften 
des Mollschen künstlichen Globulins mit denjenigen des natürlichen Albu- 
mins und Globulins. Das Resultat ihrer Untersuchung läßt sich am besten 
in folgender Tabelle resümieren: 





| ` Schwefel Kohlenhydrate 
ERE TE AA nn % 9 








Phosphor 
Serumalbumin. . . . 22.2... | 2,04 0,25 0 
Serumglobulin. . . . 2.2.2... 1,17 3,23 | 
Künstliches Globulin ...... Ä 1,61 0,21 | d 


Daß das künstliche Globulin weniger Schwefel enthält als das Albumin, 
beruht auf einer Abspaltung desselben während des Erhitzens auf 60°. 
Einen noch schwefelärmeren Eiweißkörper erhielten die Autoren, wenn 
sie das Albumin auf 80° bei etwas stärkerer alkalischer Reaktion erhitzten. 
Diese Eigentümlichkeit der partiellen Abspaltung des Schwefels und somit 
der Annäherung’ an den Schwefelgehalt des natürlichen Globulins diente 
seinerzeit Moll als wichtiges Argument zugunsten seiner Hypothese. Auf 
Grund ihrer Untersuchungen halten Bywaters und Tasker das sogenannte 
künstliche Globulin für ein Alkalialbuminat (Alkalimetaprotein). 


In den letzten Jahren sind auch von serologischer Seite Bedenken 
gegen die Überführungshypothese geäußert worden. Dale und Hartley?), 


1) Allerdings wurde gegen den Einwand Hammarstens, daß aus gly- 
kokollfreiem Albumin kein glykokollhaltiges Globulin entstehen kann, die 
Möglichkeit vorgebracht, daß Glykokoll auch aus Aminosäuren synthetisiert 
und daß z. B. aus dem Cystin des Albumins unter Schwefelabspaltung 
Glykokoll gebildet werden könnte (Epstein, Cervello). 

2) Diese Zeitschr. 88, 1912. 

3) Journ. of biol. Chem. 12. 

1) Journ. of Physiol. 47, 1913/14. 

5) Biochem. Journ. 10, 408, 1916. 
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Doerr und Berger!) konnten dartun, daß sich die einzelnen Semm- 
eiweißfraktionen immunologisch ganz verschieden verhalten. Sir 
konnten zeigen, daß mit Albumin sensibilisierte Meerschweinchen nır 
auf die Reinjektion von Albumin, nicht aber auf die von Globulin 
mit einem anaphylaktischen Schock reagierten und vice-versa: mi: 
anderen Worten, daß eine ziemlich strenge Fraktionsspezifitát besteht. 
Es müssen also mit den chemischen auch fundamentale immunologisch: 
Differenzen zwischen Albumin und Globulin verkettet sein, so da) 
es schwer fällt zu glauben, sie könnten durch bloßes Erwärmen in- 
einander verwandelt werden. 

Durch einen Vorversuch haben ferner Doerr und Berger?) einen 
mehr direkten Beweis für die Unhaltbarkeit der Mollschen Hypothex 
erbracht. Nachdem sie sich überzeugt hatten, daß globulinreich- 
Sera (luetische oder Immunsera) eine viel größere Antigenwirkun; 
entfalten als globulinarme, behandelten sie ein bestimmtes Sern: 
nach Moll (1,stündiges Erhitzen auf 56%, mit und ohne Alkalizusatz 
und fanden, daß die Antigenwirkung keineswegs entsprechend au- 
gestiegen war, sondern daß sie umgekehrt durch das Erhitzen etwa 
abgenommen hatte. Es ist also diese künstliche ,, Globulinanreicherung” 
keineswegs der natürlichen, im Organismus zustande kommend: 
gleichzustellen. 

Eines der hauptsächlichsten Beweisstücke für die Überführung- 
hypothese war ja gerade die Tatsache, daß die unter pathologischen 
Bedingungen in vivo auftretende Globulinvermehrung meist mit. einer 
Albuminverminderung vergesellschaftet ist. Abgesehen davon jedoch. 
daß sich hier das zugewachsene Globulin immunisatorisch wie da: 
präexistente und nicht wie das in vitro aus Albumin erzeugte verhält 
(Doerr und Berger), wies Berger nach, daß Globulinvermehrung und 
Albuminverminderung im Organismus einander zeitlich nicht zu 
geordnet sind und sich quantitativ keineswegs decken. Die Globulin- 
vermehrung kann auch ohne Albuminverminderung bestehen. Schlieb- 
lich muß die Überführungshypothese, um das Rückgängigwerden 
der genannten Verschiebung in vivo zu erklären, eine retrograde Un: 
wandlung von Globulin in Albumin annehmen, wofür jeder expen- 
mentelle Anhaltspunkt fehlt. 

Als Fortsetzung der Untersuchungen von Doerr und Berger ist 
die vorliegende Arbeit gedacht. Wir stellten uns die Frage, ob sich 
das isolierte künstliche Globulin immunologisch wie das natürliche 
verhält oder ob es trotz des veränderten physikalischen Zustandes 
die Antigeneigenschaften des Ausgangsmaterials, des Albumins, bei- 


1) Zeitschr. f. Hyg. 96, 191, 258, 1922. 
2) Ebendaselbst 98, 1921. 
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halten hat. Wir bedienten uns dabei des anaphylaktischen Meer. 
hweinchenversuchs, der gestattet, recht genau die minimale, einen 
dlichen Schock auslósende Dosis für die einzelnen Eiweißfraktionen 
ı bestimmen. 

Die Versuche stellten wir mit zwei künstlichen Globulinen an; 
as eine gewannen wir nach der Mollschen Vorschrift, das andere 
ach dem etwas modifizierten Verfahren von Ruppel. Um nichts zu 
räjudizieren!), wollen wir das zweite als „künstliches Globulin R“ 
ezeichnen. l 


Herstellung des künstlichen Globulins nach Moll. 

Bei der Herstellung dieses künstlichen Globulins hielten wir uns 
n die Mollsche Vorschrift mit dem Unterschied, daß wir nicht vom 
oistallinischen Albumin, sondern von der bei 52 bis 100% Ammon- 
ulfatsáttigung ausfallenden Serumeiweißfraktion ausgingen. 500 ccm 
‚ämoglobinfreies Pferdeserum von 7,59%, EiweiBgehalt (davon 43% 
slobulin und 57% Albumin) wurden zehnfach mit sterilem Wasser 
verdünnt, wodurch sich nach den Untersuchungen von Wiener?) eine 
viel schärfere Trennung der einzelnen Eiweißfraktionen erzielen läßt, 
als wenn man von unverdünntem Serum ausgeht. Durch 52proz. 
Ammonsulfatsättigung wurden zuerst die Globuline entfernt, dann 
durch Ganzsáttigung des klaren Filtrats das Albumin ausgefällt; der 
Niederschlag wurde in wenig sterilem Wasser gelöst und dialysiert 
oder im Wegelinschen Apparat?) perkoliert, um eine zu starke Ver- 
dünnung hintanzuhalten. Da nach Moll das Ammonsulfat die Um- 
wandlung des Albumins in künstliches Globulin hemmt, dialysierten 
wir so lange (etwa 5 Tage), bis die Außenflüssigkeit mit Nesslerschem 
Reagens auch nicht die Spur einer Gelbfärbung aufwies. Mit der so 
gewonnenen, vollkommen klaren, braungelben, 2,07% Albumin ent- 
haltenden Lösung wurde eine Reihe von Vorversuchen gemacht, um 
festzustellen, bei welcher Alkaleszenz und bei welcher Einwirkungs- 
dauer der Temperatur von 60° das Optimum der Umwandlung in künst- 
liches Globulin lag. Wir fanden dasselbe bei Zusatz von 1 Teil 0,8proz. 


1) Da wir uns nicht genau an das von Ruppel angegebene Verfahren 
hielten, können wir natürlich nicht mit Sicherheit behaupten, daß das 
„Künstliche Globulin R“ mit dem von Ruppel beschriebenen Eiweißkörper 
identisch war. Immerhin ist diese Annahme sehr wahrscheinlich, nicht 
nur auf Grund der hier mitgeteilten Daten, sondern auch mit Rücksicht 
auf das Verhalten der beiden Substanzen in Pufferlösungen von wechselndem 
Dn. Diese letzteren Untersuchungen sind indes noch nicht völlig fertig- 
gestellt und sollen an anderer Stelle veröffentlicht werden. 

?) Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 74, 29, 1911. 

3) Siehe Bechhold, „Die Kolloide in Biologie und Medizin“, 2. Aufl., 
S. 103. 
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Natriumcarbonatlósung zu 9 Teilen Albuminlósung und bei einstündigen 
Verweilen im Wasserbade von 60°C. Die vorher völlig klare Lósur: 
wurde dabei leicht opaleszent, die Viskosität!) stieg von 1,11 auf 1.1; 
(1 gleich die des Wassers). Je weniger Natriumcarbonat zugesetz: 
wurde, desto stärker war die Opaleszenz: wurde gar nicht alkalisier: 
so fiel ein grobflockiger, reichlicher Niederschlag denaturierten Eiweib- 
aus, der sich weder in Wasser noch in Salzlösungen wieder auflös: 
ließ. Der von uns gefundene optimale Alkalizusatz entspricht zieml:! 
genau der Angabe von Moll (0,0795proz. Na¿C O, und Albuminlösung as: 
Wir verwendeten eine zehnfach stärkere Na,CO,-Lösung, um unsr 
sowieso schon dünne Albuminlósung (2,07proz.) nicht noch mehr z 
verdünnen, was nach Moll die Ausbeute an künstlichem Globulin beer- 
trächtigen soll. 

Wir fanden, daß die so präparierte Albuminlösung schon bı 
3lproz. Ammonsulfatsättigung deutlich ausflockte. Es wäre Ab 
nach der üblichen Definition der Serumeiweißfraktionen aus der 
Albumin Pseudoglobulin und sogar noch Euglobulin entstanden. D: 
Niederschlag löste sich auf Wasserzusatz hin sofort und völlig auf 
Nun isolierten wir sowohl aus der Lösung des natürlichen als au: 
aus der des künstlichen Globulins die zwischen 31 - und 47 proz. Amme- 
sulfatsättigung ausfallende Fraktion. Da die Albuminlósung ü 
Fraktion 52- bis 99proz. enthielt, hatten wir damit nach dem Vir 
schlage von Doerr und Berger eine kleine Zwischenfraktion ausgeschaltet 
und durften hoffen, die Fraktionsspezifität schärfer hervortreten z 
sehen. 


Herstellung des künstlichen Globulins „R“. 


Wie bereits erwähnt, gibt Ruppel (allerdings nur kurz und ohne 
auf Details einzugehen) an, es sei ihm gelungen, aus einer Albumin- 
lösung, die er stark alkalisierte (bis !/,, der Normalität) und 2 bis 3 Tax 
im Brutofen bei 37% aufbewahrte, durch Ansäuern bzw. durch Ent 
fernen der Elektrolyte vermittelst Elektrosmose eine Substanz zu er- 
halten, die alle Kriterien des Euglobulins aufwies. 

Da uns ein Elektrosmoseapparat nicht zur Verfügung stani. 
versuchten wir folgendermaßen dieses künstliche Euglobulin zu gr 
winnen. Zu 90 cem unserer 2,07 proz., physiologisch besalzenen Albumin- 
lösung setzten wir 10ccm Normalnatronlauge und einige Tropfen 
Chloroform zu. Schon nach 1 Stunde hatte sich die vorher klare, gelb- 
braune, einen Viskositätswert (y) von 1,11 aufweisende Albuminlósun: 
erheblich verändert. Sie war grünlich, trüb und dickflüssig (y = 1,6 
geworden. Nach einem zweitägigen Verweilen im Brutofen bei 37 


1) Gemessen mit dem Hessschen Viskosimeter (großes Laboratorium: 
modell). 
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Lotte die Trübung noch zugenommen und es hatte sich etwas Bodensatz 
'ebildet. 

Aus der so vorbehandelten Albuminlösung versuchten wir durch 
Ansáuern das künstliche Globulin zu fällen. Bei einem pg von 5,3 
erhielten wir einen grobflockigen, schmutzig bráunlichen, in Wasser 
and physiologischer NaCl-Lósung unlöslichen Niederschlag, der so 
wenig an Globulin erinnerte, daß wir weitere Versuche damit auf- 
gaben. Auf einem anderen Wege waren die Ergebnisse zufrieden- 
stellender. Die alkalisierte, 2 Tage im Brutofen gestandene Flüssigkeit 
wurde 4 Tage lang in dünnen Kollodiumsäckchen gegen fließendes Wasser 
dialysiert. Bei einem py = 7,1 wurde die Dialyse unterbrochen. Wurde 
nun Ammonsulfat bis zu 33 9% Sättigung zugesetzt, so fiel ein reichlicher 
Niederschlag aus, der sich auf Wasserzugabe sofort wieder auflöste. 
Es war also (ohne daß bei der Dialyse ein Niederschlag entstand) aus 
dem Albumin de facto ein Eiweißkörper entstanden, der die Fällbarkeit 
eines Globulins besaß. Nun gingen wir so vor, daß wir sowohl diese, 
als auch unsere oben erwähnte 4,74proz. natürliche Globulinlösung, 
welche die Ammonsulfatfraktion 31- bis 47 proz. enthielt, bis zu 39,4 %, 
sättigten, den Niederschlag mit der entsprechenden Ammonsulfat- 
lösung mischten, in Wasser aufnahmen und dialysierten. Der Nieder- 
schlag des künstlichen Globulins ließ sich zunächst nur teilweise in 
Wasser auflösen; die vollständige Lösung erfolgte erst auf Zusatz 
einiger Tropfen einer 0,8proz. Na,CO,-Lösung. Nach 12stúndiger 
Dialyse gegen fließendes Wasser trat in der Lösung des natürlichen 
Globulins ein reichlicher Euglobulinniederschlag auf, der sich beim 
Dialysieren gegen physiologische Kochsalzlösung wieder auflöste. In 
der Lösung des künstlichen Globulins dagegen blieb er aus, auch nach 
24stündiger Dialyse gegen Wasser. 


Vergleichende Analyse einiger physikalisch-chemischer Eigenschaften 
unserer Eiweißlösungen. 
Folgende Eiweißlösungen standen uns zwecks näherer Unter- 
suchung zur Verfügung: 
1. Natürliches Globulin: 
a) Fraktion 31- bis 47proz. Ammonsulfatsättigung: 1,74 % Protein. 


b) 2 31- ,, 39,4proz. 5 2,40 9%% 5 
2. Albumin 52- ,, 100proz. S 2,07% i 
3. Kiinstliches Globulin: - 

a) nach Moll 31- bis 47 proz. os 1,98% -p 

b) R“ 16- ,, 39,4proz. e 0,70% 3 


Den Eiweißgehalt unserer Lösungen bestimmten wir einerseits 
refraktometrisch mit Hilfe der Reissschen Tabelle, andererseits nach 
Kjeldahl, wobei die Werte höchstens um 1%, voneinander abwichen. 
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I. Aussehen. 

Während das natürliche Globulin eine fürs unbewaffnete Ars 
homogene, bläulich opaleszierende Lösung bildet, sieht die um is 
2%%,fach dünnere Lösung des Mollschen künstlichen Globulins 
milchig, im durchfallenden Lichte bräunlich opaleszierend aus. Ast 
das von Bywaters und Tasker aus kristallinischem Albumin gewonn 
künstliche Globulin hat dieses Aussehen gehabt. Die nur 0,7pm 
Lösung des künstlichen Globulins ,,R*“ opalesziert ebenfalls aa 
weist aber einen mehr schmützig grünbraunen Farbton auf. Es ke 
die Annahme nahe, daß sich in diesem verschiedenen Aussehen ee 
weitgehende Verschiedenheit des Dispersitätsgrades äußert, was mé 
durch das Verhalten der 


II. Viskosität 


bestätigt wird. Wir bestimmten diese mit dem Hessschen Viskonz« 
(großes Laboratoriumsmodell), bei welchem der Viskositätswert ı 
des Wassers gleich 1 gesetzt ist, und fanden für das: 


4,74proz. natürliche Globulin. . . . . . y = 1,47 
2,40 ,, > A Seen n = 1,26 
Albumin . . esoe e a s e e E eg n = 1,11 
künstliche Globulin nach Mol ..... n = 1,40 

pe Er Pa. a u E y = 1,12. 


Während die y des Albumins und natürlichen Globulins re 
genau mit den aus der Rohrerschen Tabelle!) zu berechnenden Wera 
übereinstimmen, fallen die y beider künstlichen Globuline weit auBerhal 
des Rohrerschen Kurvenbüschels. Beide haben eine viel zu hohe Vut 
sität entsprechend der gröberen Dispersion, in der sie sich (nach ihr? 
Aussehen zu schließen) befinden: das 2,07proz. Mollsche Globulr 
hat einen y, der einer 3,2proz., das 0,7proz. künstliche Globulin } 
einen solchen, der einer 1,10proz. natürlichen Globulinlósung en: 
sprechen würde. 


1) Rohrer (Deutsch. Arch. f. klin. Med. 121, 221) hat eine Tabet 
zur Ermittlung des Mischungsverháltnisses von Albumin und Globe 
im Serumeiweiß aus dem Refraktions- und Viskositátswert aufgestd: 
Mit Pferdeserum ist diese Tabelle bisher noch nicht kontrolliert words 
Nach unseren Befunden (Albuminlösung: 100% Albumin, 0% Globul: 
2,6proz. Globulinlósung: 0%, Albumin, 100% Globulin) scheint sie au! 
für Pferdeserum Gültigkeit zu haben. Die Berechnung bei der 4,ipnt 
Globulinlösung ergibt zwar nur 80%, Globulin und 20%, Albumin: da 
aber diese Lösung durch Abschneiden der Ammonsulfatfraktion unterb# 
31% Sättigung, wie wir später sehen werden, euglobulinfrei gemach 
wurde, darf uns der etwas zu niedrige 7-Wert (1,47 statt 1,53) nicht über- 
raschen. Damit erscheint die Verwendbarkeit der Rohrerschen Methode 
beim Pferdeserum so weit erwiesen, als das die Zwecke dieser Arbeit erforden. | 
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III. Verhalten bes Siedetemperatur. 

Das Albumin, das natürliche, das Mollsche, sowie das elektrolyt- 
reie kiinstliche Globulin R gerinnen in siedendem Wasser. Dagegen 
deibt das physiologisch besalzene künstliche Globulin R unverändert. 
Diese Zigenschaft, bei 100% nicht zu gerinnen, haben auch die Albuminate, 
‚u denen wir, nach der Darstellungsart zu schließen, dieses sogenannte 
zúnstliche Globulin wohl zählen dürfen. 


IV. Einfluß der Verdünnung mit destilliertem Wasser und einiger 
Neutralsalze. 

Die 4,74proz., etwa 11, Monate alte Globulinlósung fállt nicht aus, 
wenn sie auf das Zehnfache mit destilliertem Wasser verdünnt wird. 
Es rührt dies davon her, daß man aus ihr seinerzeit die Fraktion bis 
zu 31proz. Ammonsulfatsättigung und somit das wasserunlósliche 
Kuglobulin entfernte. Merkwürdigerweise beginnt dann die Aus- 
flockung bereits bei 25proz. Ammonsulfatsättigung. Es ist also vielleicht 
durch das Altern, wahrscheinlicher aber auch durch das Ausfällen 
und Wiederauflósen eine Änderung im physikalischen Gefüge ein- 
getreten in dem Sinne, daß die Ausflockbarkeit durch Ammonsulfat 
zugenommen hat, und zwar ohne daß dabei die Fähigkeit, in destilliertem 
Wasser in Lösung zu bleiben, verloren gegangen wäre. Dagegen hat 
ein Teil des 2,4proz., aus der 4,74proz. Globulinlösung durch Ab- 
schneiden der Fraktion oberhalb 39proz. Ammonsulfatsättigung ge- 
wonnenen Globulins diese Fähigkeit verloren; es fällt bei der Ver- 
dünnung mit destilliertem Wasser als feinflockiger Niederschlag aus. 

































Natürliche | Natürliche u -~ seeli 

We E? E ka 

4,74 ge 2,40 er »Globulin „R 

| 
Ammonsulfat. ......... | 25 % 1 25% 20 % 16% 
Magnesiumsulfat . .......| — | 50% 50 Y, AE) 40% 
Natriumchlorid, Ganzsáttigung . — 'Niederschlag| klar | klar 
Zusatz der zehnfachen Menge | | 
destillierten Wassers . `... . | klar | S > $ 


Die Prozentzahlen in der ersten und zweiten EAT geben 
an, bei welchem Prozent der Salzsättigung die erste Trübung auftritt. 


Schon Hammarsten hat gezeigt, daß ein wasserlösliches Globulin durch 
geeignete Reinigung (z. B. längeres Dialysieren gegen destilliertes 
Wasser) in ein wasserunlösliches umgewandelt werden kann. Daß 
es sich hier nur um eine Änderung des physikalischen Zustandes handeln 
kann, geht daraus hervor, daß das echte, d. h. aus frischem Serum 
durch 33proz. Ammonsulfatsättigung gewonnene, wasserunlósliche 
Euglobulin 0,1% Phosphor enthält, während das Pseudoglobulin 


330 G. Fanconi: 


phosphorfrei ist1). Nun kann aus einem phosphorfreien Pseudoglobi 
durch einfache Dialyse schwerlich ein phosphorhaltiges echtes Euglotaj 
entstanden sein. Ferner geht aus dem verschiedenen Verhalten un 
natürlichen Globulinlösungen gegenüber der Verdünnung mit desilins 
Wasser einerseits und dem gleichen Verhalten gegenüber der gesitig 
Ammonsulfatlósung (Ausflockung bei 25%, beginnend) mü Erde 
hervor, daß diese zwei physikalischen Eigenschaften, welche zusam 
als Kriterien zur Trennung des Euglobulins vom Pseudoglobulin bas 
werden, gar nicht miteinander parallel zu gehen brauchen. 

Noch deutlicher wird dies, wenn wir die Verhältnisse be € 
künstlichen Globulinen überblicken. Beide zeigen bei der Verdism 
mit destillieriem Wasser keine Trübung, wären also nach diesem Kritera 
euglobulinfrei; andererseits fallen sie bei einem noch geringen Amma 
sulfatzusatz aus als das Seroglobulin selbst (25%, nach Page 
Spiro), müßten also nach dem anderen zur Euglobulincharakteriseg 
benutzten Kriterium sehr euglobulinreich sein. Es sei ferner ervilx 
daß das noch nicht isolierte Mollsche künstliche Globulin erst k 
31proz. Ammonsulfatsättigung ausfiel. Es muß also bei der 1sohery 
eine ähnliche Änderung des physikalischen Gefüges stattgefunden hal 
wie wir sie oben beim natürlichen Globulin feststellten. 


Verhalten unserer Eiweißlösungen im anaphylaktischen 
Meerschweinchenversuch. 

I. Versuche mit dem Mollschen künstlichen Globulin. 
Es wurden je 25 bis 30 Meerschweinchen im Gewicht von 4 
250 g mit 0,6 mg Eiweiß [Albumin, Mollschem künstlichen Globulin w 
natürlichem Globulin?)] subkutan präpariert, nach 21 Tagen intrava 
reinjiziert und für jede Eiweißfraktion die Dosis letalis minima bestinx 

wie man aus folgenden Tabellen ersieht: 

Mit 0,6 mg Albumin präparierte Tiere, nach 21 Tagen reinjizert mi: 
—— O gg sn 











Albumin | Natúrlicbem Globulin  Künstlichem Globulin 14M 








en ee 

Reinjiziert | iniizi Reinüzierte 

Dosis in ee Symptome Se Symptome Date mg | en 

4 1 
4,2 +4 9,5 +3 DD 2, Hi 
4,2 + 120' 7,1 +8 4 -4 
2,1 Lan 4,7 l. S. | 2 al 
2,1 s. protr. S SS SES | 2 m.s È 
0,84 l. S. — == / 92 m. S ` 
0,42 l. S. — | nn 1,2 -3 
0,42 s. S. fallt um, Se 5 b 0,6 m. s è 
überlebt , | 

0,21 17) | Së | DS | KS D 





1) Die Ansichten über den Phosphorgehalt der Globuline sind gee! 
Einzelne Autoren geben an, daß der P extrahiert werden kann. Hoss 
konnte von Pseudoglobulin den P ganz, von Euglobulin nur zu Bal 
extrahieren, während Hardy das Totalglobulin angeblich phosphots 
machen konnte. 

2) Gemeint ist hier die 4,74proz. Lösung. 
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Erklärung der Abkürzungen: + 4’ bedeutet: verendet innerhalb 
: Mlinuten im anaphylaktischen Schock; s. S. = schwere anaphylaktische 
3yimptome; m.s. S. = mittelschwere, l. S. = leichte Symptome; protr. 
= ¡pprotrahierte Symptome; D. l. m. = Dosis letalis minima; 0 = zeigt 
keine Symptome. 


Mit 0,6 mg genuinem Globulin präparierte Tiere, nach 21 Tagen 
reinjiziert mit: 






































nn ` Albumin ` | Nati Natürlichem Glob Globulin E Künstlichem Globulin nach Moll 
Be | impone | Böen, | Symptome | EH, | Symptome 
42 | + Ai 9,5 i Ai 60 | 
2,1 o e 1,9 | 4 40 Us. e S. 
LC `i = | 0,95 | + Go | 20 | s. protr. S. 
0 | nd ën m. e? =. S 
, ca l ’ | + | , | 
SZ == | 0,28 m. s. S. | — | Ss 
— — | 0,28 | LS. NF — SEN 
= — | 0,19 8. S. | == | Z 
— — 3.019 kos des y Aë 





Mit 0,6 mg künstlichen Globulins (nach Moll) práparierte Tiere, 
nach 21 Tagen reinjiziert mit: 

























































Albumin | Natürlichem Globulin | Künstlichem Globulin nach Moll 
ee | EE ] SETA Symptome | a Mg e Symptome 
21 +e | 47 +4 | 0 © +4 
42 1.4 19 p4 120 Jade 
2,1 +4 | 95 +80 | 120 | +4 
1,47 LS | 4,75 s. protr. S. 8,0 m. 8. S. 
126 |1. protr. S. | 098 1. S. 80 © LS. 
0,84 fastO | — — 2,0 0 
0,42 l. protr. S. |  — — — | — 
Zusammenstellung der minimalen tödlichen Dosen: 
ER ' Sensibilisiert mit: 
es x | po Künstlich 
EES ` Albumin Globulin Globulin nach 
d Moll 
A A CL AO Mg m _ 
Albumin . . mern. | 2142 ; 084 2,1 
Globulin . .. 2 2 2 2 2 ee... ' 71? 0,47 9,5—19 
Künstlichem Globulin nach Moll | | 1,22 > 60 12 








Wir können die Ergebnisse dieser Versuche mit dem Mollschen 
Globulin wie folgt zusammenfassen: 

l. Die mit natürlichem Globulin sensibilisierten Tiere reagieren 
auf die Reinjektion von künstlichem Globulin so gut wie gar nicht, 
selbst wenn man die Reinjektionsdosis auf mehr als das 100fache 
Multiplum der letalen Dosis des natürlichen Globulins steigert. 


332 G. Fanconi: 


2. Die mit kiinstlichem Globulin sensibilisierten Meerschweincher | 
erweisen sich gegen Albumin (die Muttersubstanz des künstliche 
Globulins) zehnmal empfindlicher als gegen genuines Globulin. 

Damit ist die dieser Arbeit zugrunde liegende Fragestellung : 
dem Sinne beantwortet, daB sich das nach dem Mollschen Verfahren av 
Albumin gewonnene Globulin“ im anaphylaktischen Versuch gar nichi e 
natürliches Globulin verhält, sondern trotz einiger globulinartiger phys- 
kalischer Eigenschaften dem Ausgangsmaterial Albumin viel näher steki 

3. Das Ausschneiden der Grenzfraktion von 47- bis 52 proz. Ammon. 
sulfatsättigung zwischen Albumin und Globulin genügt nicht, um ct 
Fraktionsspezifität voll in Erscheinung treten zu lassen: die mi 
Globulin sensibilisierten Tiere reagieren ungefähr gleich auf die Re- 
injektion mit Globulin (0,47 mg) wie auf jene mit Albumin (0,84 mg: 
Möglicherweise lagen die Dinge so, daß die Albuminlösung noch ge- 
nügende Mengen Globulin enthielt, um nicht nur gegen Globulin z. 
sensibilisieren, sondern auch bei Globulintieren Schock auszulösen 
Sicher ist diese Deutung freilich nicht; sollte sie aber ganz oder tel. 
weise zutreffen, dann würde sich noch eine weitere Konsequenz ab- 
leiten lassen. Es wurde nämlich konstatiert, daß das Mollsche Globuli 
auf die mit genuinem Globulin sensibilisierten Tiere fast gar nicht wirkt 
(D.1. m. > 60 mg), wohl aber auf die mit Albumin präparierte 
(D. 1. m. = 1,2 bis 2 mg); das würde unter der eben gemachten Voraus- 
setzung bedeuten, daß das Mollsche Verfahren gerade die Globulin- 
komponente unserer Albuminlósung denaturiert, biologisch inaktiv 
gemacht hat, während die Lösung in physikalischer Beziehung den 
Globulin ähnlicher, ihm angenähert wurde. Man darf übrigens in den 
geschilderten Verhalten des Mollschen Präparates gegen Globulin- 
und Albumintiere jedenfalls ein neues Argument für die Spezifität 
von Globulin und Albumin erblicken. Würden Globulin und Albumin 
in derselben Weise sensibilisieren und bestünden zwischen ihrem Po. 
parierungsvermögen rein quantitative Differenzen, so wäre es nicht 
verständlich, warum sich das künstliche Globulin gegen Globulin- 
und gegen Albumintiere so außerordentlich verschieden verhält. 

Der Einwand, daß nur die geringere Dispersität des künstlichen 
Globulins die Ursache seiner schlechten schockauslösenden Wirkung 
sei, ist natürlich hinfällig, da das Präparat I bei Albumintieren den 
maximalen Effekt hatte und sich sogar in quantitativer Hinsicht dem 
relativ hochdispersen Albumin überlegen zeigte (D.1.m. = 1,2 bis 2,0 
gegen 2,1 bis 4,2). 


II. Versuche mit dem künstlichen Globulin ,,R*. 


Es wurden wieder je 20 Meerschweinchen im Gewicht von 200 bis 
300g subkutan mit 0,5 mg Eiweiß präpariert, und zwar mit Albumin. 
mit dem künstlichen Globulin ,,R“ und mit dem korrespondierenden 
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&türlichen Globulin (2,4proz. Lösung). Die Reinjektion erfolgte nach 
Ablauf von 18 Tagen. 


Mit 0,5 mg Albumin sensibilisierte Tiere, nach 18 Tagen reinjiziert mit: 


Albumin | Natürlichem Globulin | Künstlichem Globulin „R“ 
Reinjizierte Reinjizierte | Reinjizierte | 
Dosis in mg Symptome ( Dosis in mg | e Dosis in mg Symptome 








21 + 14 0 
10,5 + 28 Juckreiz 
4,2 +4 zu D 
2,1 8 san Sc 
2,1 0 == E 
2,1 0 geet | = 
2,1 . De — | — | s= 
0,42  |m.s. protr.S., — = il ES 


Mit 0,5 mg natürlichem Globulin sensibilisierte Tiere, nach 18 Tagen . 
reinjiziert mit: 


Albumin An IN Natürlichem Globulin 
| 
 Reinjizierte Reinjizierte 
_ Dosis in mg Symptome Dosis in mg Symptome 


EN 

m. 8. protr.S. 
m. 8. $. 
m. 8. S. 


















Künstlichem Globulin „R“ 


Reinjizierte 
Dosis in mg 








Mit 0,5 mg künstlichem Globulin „R“ sensibilisiert, nach 
18 Tagen reinjiziert mit: 
































Albumin M Natürlichem Globulin H Kiinstlichem Globulin „R“ 
Reinjizierte Reirjizierte Reirjizierte | Reinjizierte 
Dosis in inmg | Symptome , Dosis in nm, > ar Symptome | Dosis i in mg Symptome 
21 o | 4 Ai zur 
84 0 l! 95 | | u 
> 84 i >A i >28 


Zusammenstellung der minimalen tödlichen Dosen: 





| Sensibilisiert mit: 

















Reinjiziert mit Mn Sr Te ER 
apen | Bäi | Künsten 
Es z dad "EE Ee S, es or: RER ee nn Gemeng ce — =- e — 
Albumin `... I 3142 | 170 d ~ 84 
Natürlichem Globulin . . . . . . 24 0 24 | 39 
Künstlichem Globulin „R“. . . . y >28 >28 | > 28 


334 G. Fanconi: 


Aus diesen Resultaten geht hervor: 

1. Wie man eigentlich schon a priori infolge der eingreifenden 
Umwandlungsprozeduren erwarten konnte, ist das künstliche Gl- 
bulin ,R“ so stark denaluriert, daß es sowohl die präparierende ai, 
auch die schockauslösende Fähigkeit im gekreuzten Anaphvlaxı- 
versuch mit den natürlichen Serumeiweißfraktionen völlig verloren ha: 
Ja die Denaturierung ist so weit gediehen, daß es wenigstens in de: 
angewandten Konzentrationen überhaupt jegliche Antigeneigenscha:: 
eingebüßt hat!); denn auch die homolog präparierten Tiere reagierte 
gar nicht. 

2. Während durch das 11,monatige Lagern im Eiskasten da: 
Albumin seine Antigeneigenschaften unverändert beibehalten hat, ka 
das Globulin eine bedeutende Abschwächung erfahren. Die Globulintier 
sterben erst auf eine fünfmal größere Globulindosis (2,4 mg) al> 
im ersten Versuch (0,47). Wie wir oben erwähnten. ist durch das 
Umfällen der ersten 4,74proz. Globulinlösung zwecks Darstellung der 
zweiten 2,4proz. eine Zustandsánderung vor sich gegangen: es it 
ein Teil des Globulins hydrophob, d. h. in elektrolytfreiem Wasse: 
unlöslich geworden. Es liegt nahe, in dieser Umwandlung die Ursache 
der Abschwächung der präparierenden Fähigkeit zu suchen. Die gegen- 
über der ersten Globulinlösung um das 20fache verminderte präpa- 
rierende Fähigkeit der zweiten für die Albuminreinjektion beruht 
erstens auf der eben erwähnten Zustandsänderung derselben, zweiten: 
aber auf dem Umstand, daß bei ihr die ausgeschnittene Grenzfraktion 
zwischen Globulin und Albumin nicht nur 5%, Ammonsulfatsättigung. 
sondern 12,6%, beträgt. 

3. Schon im ersten Versuch?) fiel uns auf, daß die mit Albumin 
sensibilisterten Tiere besonders auf die Reinjektion von Alhumin eigen- 
tümlich protrahiert reagierten, so daß die Feststellung der Dosis letalis 
minima unsicher wurde. Statt nach 4 Minuten starben einige Tiere erst 
nach 10, 35, 120 Minuten, andere fielen wie tot für längere Zeit um, 
erholten sich aber langsam wieder. Ob dieser abnorme Schockverlauf 
einer Eigentümlichkeit der Albuminanaphylaxie entspricht oder eine 
Folge der in 18 bzw. 21 Tagen noch nicht voll ausgebildeten Sensi- 
bilisierung ist, konnten wir leider infolge äußerer Umstände, welche 
die Fortsetzung der Experimente unmöglich machten, nicht entscheiden. 

1) Einige mit künstlichem Globulin ,,R* präparierte Meerschweinchen 
wurden erst nach 4 bis 5 Wochen mit verschiedenen Mengen von Albumin 
und natürlichem und künstlichem Globulin reinjiziert. Es stellten sich 
gar keine anaphylaktischen Symptome ein. Dadurch ist der Einwand 
entkräftet, es könnte das künstliche Globulin ,,R* länger als 18 Tage zur 
Sensibilisierung brauchen (vgl. Dale und Hartley, Doerr und Berger). 

2) Solche Abnormitáten der Albuminanaphylaxie, speziell die Neigung 
zu protrahiertem Schock, haben Doerr und Berger schon 1922 beobachtet, 
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Schlußfolgerungen. 


1. Es wurde eine Albuminlösung aus Pferdeserum dargestellt 
ınd nach zwei etwas modifizierten Verfahren (Moll, Ruppel) derart 
behandelt, daß sich die Fällbarkeit des Eiweißes durch Zusatz von 
Ammonsulfat nach der Globulinseite hin verschob. 

2. Diese beiden, in die Gruppe der sogenannten , künstlichen 
Globuline* gehörenden Präparate (,,Mollsches Globulin“ und künst- 
liches Globulin `. RI") stimmten nicht in allen physikalischen Eigen- 
schaften mit den aus dem gleichen Serum gewonnenen natürlichen 
Globulinen überein; sie unterschieden sich vielmehr von den letzteren 
schon bei der Prüfung mit rein physikalischen Methoden. 

3. Die beiden untersuchten Präparate waren miteinander nicht 
identisch. 

4. Keines von beiden entfaltete die Antigenfunktionen der natür- 
lichen Serumglobuline. Das ,,Mollsche Globulin* erwies sich zwar 
als biologisch aktiv, vermochte aber bei mit natürlichem Globulin 
präparierten Meerschweinchen auch in sehr großen Dosen keinen 
Schock auszulösen und sensibilisierte weit besser gegen Albumin als 
gegen natürliches Globulin. Es stand also seiner Muttersubstanz, 
dem Albumin, hinsichtlich seiner antigenen Fähigkeiten nahe, nicht 
aber dem Globulin. Das „künstliche Globulin R“ war in allen ge- 
prüften Kombinationen (auch im homologen aktiv anaphylaktischen 
Versuch) unwirksam und verhielt sich somit wie die von Carl Ten Broeck 
sowie von Landsteiner und Barron untersuchten razemisierten Proteine 

(Alkalialbuminate). 

5. Es ließ sich also kein Beweis für die ee erbringen, 
daß Albumin in vitro in echtes Globulin umgewandelt werden kann. 


Zur Frage der Herkunft der Lipase im Blut. 


Von 
Keizo Hiruma (Osaka). 
(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses in Berlin.; 
(Eingegangen am 15. Mai 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Daß sich im Blute eine Lipase findet, unterliegt keinem Zweifel. 

Früher glaubte man, daß diese Lipase nur die Fähigkeit besitzt, Monc- 
butyrin zu spalten, und der Entdecker der Lipase im Blut, Hanriot!) und 
ebenso Arthus*) haben sie deshalb ausschließlich als eine Monobutyrase 
aufgefaßt. Erst nachdem Neuberg und seine Mitarbeiter?) gezeigt haben, 
daß die Lipase im Blut Lecithin spaltet in demselben Maße wie Monc- 
butyrin, durfte man glauben, daß dieses Ferment auch die Fähigkeit besitzt, 
Neutralfett zu spalten. Später fanden dann Rona und Michaelis‘) und 
Izar*), daß das Blutserum auch Tributyrin zu spalten vermag. 

Über die Herkunft der Lipase im Blute ist bisher noch nichts 
Positives bekannt. 

v. Hess*) glaubt nicht, daß sie in irgend einer Beziehung zum Pankreas 
steht. Denn er fand bei Hunden nach totaler Pankreasexstirpation keine 
Abnahme der Esterase im Blut und andererseits auch keine Vermehrung, 
wenn er Hunden die Ausführungsgänge des Pankreas unterbunden hatte. 
Im Gegensatz dazu fand Hellwett”), daß bei Schädigung des Pankreas 
größere Mengen von Lipase im Urin auftreten. 

Bei dem lebhaften Interesse, das man neuerdings der Lipase im 
Blute entgegenbringt, schien es mir zunächst von Wichtigkeit, diesen 
Widerspruch aufzuklären, zumal sich mir im Anschluß an meine in 
einer vorhergehenden Arbeit berichteten Versuche am Kaninchen mit 
Unterbindung des Pankreasganges eine günstige Gelegenheit dazu bot. 

Ich ging bei meinen Versuchen so vor, daß ich zunächst beim 
normalen Tiere die Lipase im Serum an verschiedenen Tagen bestimmte. 


1) Hanriot, C. r. Soc. biol. 48, 925, 1896. 

2) Arthus, Journ. de phys. pathol. 4, 455, 1902. 

8) C. Neuberg und Rosenberg, Berl. klin. Wochenschr. 1907, S. 54; 
Neuberg und Reicher, diese Zeitschr. 4, 281, 1907; 11, 400, 1908. 

1) Rona und Michaelis, diese Zeitschr. 81, 345, 1911. 

5) Izar, zitiert nach Oppenheimer, Die Fermente 1913, S. 163. 

6) o Hess, Journ. of Biol. Cherm. 10, 38, 1911. 

7) Hellwett, Journ. Med. Research. 11, 377, 1904. 
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ls Methode diente mir das stalagmometrische Verfahren von Traube in 
er von Rona und Michaelis vorgeschriebenen Versuchsanordnung und 
nter Verwendung von Tributyrinlósung. Es ergaben sich stets úber-* 
instimmende Werte. Sodann wurde den Tieren in Äthernarkose der 
'ankreasgang unterbunden und nun an den darauf folgenden Tagen 
ı gleicher Weise der Lipasegehalt des Serums bestimmt. Dabei zeigte 
ich, daß am dritten Tage nach der Unterbindung die Lipasemenge 
m Serum anstieg, indem die Abnahme der Tropfenzahl in der gleichen 
Zeit eine deutlich größere war als vor der Operation. Am vierten Tage 
var der Unterschied noch größer und nahm dann im weiteren Verlaufe 
»llmählich wieder ab. Ungefähr nach 8 Tagen war der Anfangswert 
wieder erreicht. Zum Beleg führe ich zwei Versuche an. 


Versuch 1. 

Kaninchen, 2250 g. Von dem aus defibriniertem Blut frisch gewonnenen 
Serum wird 1,0 ccm gemischt mit 20 ccm gesättigter Tributyrinlösung und 
2 ccm eines Phosphatgemisches, dessen H-Konzentration der des Blutes 
entspricht (0,35. 10-7). Es wurde sofort die Tropfenzahl bestimmt und 
dann nach 1 und 2 Stunden bei einer Temperatur von 20°C. Das Resultat 
war folgendes: 











Tabelle I. | 
| Tropfenzahl o 
5 Vorder nach der Unterbindung 
| ee 3. Tag | 4. Tag | 5. Tag | 9. Tag 
o E 100 | 100 | 100 | 100 | 100 
Nach 1 Stunde. . ....... 90 86 84 87 89 
„ 2 Stunden . . .. ....\ e | 86 | 83| 86| 87 

















Zur besseren Übersicht gebe ich das Resultat in Form von Kurven 
wieder: 
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Abb. 1. 
Versuch 2. 


Kaninchen, 1950 g. 1,0ccm frisch gewonnenes Serum wird gemischt 
mit 20 ccm gesáttigter Tributyrinlösung + 2 cem Phosphatgemisch. ' Das 
Resultat war folgendes: 
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Tropfenzahl 


nach der Unterbindung 





vor der 
' Unterbindung 3. Tag 4. Tag 5. Tag $ Te 





| 100 | 100 | 100 100 

ml 89! o 90 

» 2 Stunden ........ | 83 80 | 8 85 
In Kurvenform stellt das Resultat sich folgendermaßen dar: 
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Abb. 2. 


Aus beiden Versuchen geht deutlich hervor, daB unter dem Einflub 
der Unterbindung des Pankreasganges beim Kaninchen die Lipase 
im Blute an Wirkung erheblich zunimmt. Diese Steigerung hält so 
lange an, als Pankreassekret in das Blut übertritt. Erst wenn infolge 
der Stauung des Sekretes in den Drüsengängen die Drüsenzellen ihre 
Tätigkeit einstellen und kein Pankreassekret mehr ins Blut úbertritt. 
sinkt auch die Lipasemenge im Blute und kehrt schließlich wieder 
zur Norm zurück. 

Wir beobachten also bei der Serumlipase das gleiche Verhalten 
nach Unterbindung des Pankreasganges, wie wir es aus den Unter- 
suchungen von Wohlgemuth!) bereits für die Diastase kennengelernt 
haben. Auch da ergab sich zunächst ein erhebliches Ansteigen der 
Diastasewerte im Serum bis zum vierten und fünften Tage und dann 
ein allmähliches Absinken. Allerdings war in diesen Versuchen ‚schon 
nach 24 Stunden eine deutliche Vermehrung — meist um das Doppelte — 
zu konstatieren und nach 2, spätestens 3 Tagen eine solche um das 
Vierfache des Ausgangswertes, während in unseren Versuchen sich erst 
am dritten Tage ein Zuwachs an Lipase einstellte. Wenn dieser Unter- 
schied nicht durch die Methode der Lipasebestimmung bedingt ist, 
was wir nicht annehmen, möchten wir glauben, daß die Lipase deshalb 
erst später zu einer Vermehrung im Blute führt, weil zunächst ein Teil 


1) J. Wohlgemuth, diese Zeitschr. 21, 381, 1909. 
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er Lipase von der Leber und den anderen Geweben zurückgehalten 
vird, und erst wenn diese gleichsam mit Lipase gesättigt sind, erscheint 
ie in vermehrter Menge im Blute. 

Im Gegensatze zur Diastase geht sie aber nicht in den Urin über, 
lenn wir haben bei unseren Tieren gleichzeitig auch den Urin auf etwaiges 
Auftreten von Lipase untersucht, nachdem wir uns vorher zu verschie- 
lenen Malen davon überzeugt hatten, daß im Urin der normalen Tiere 
keine Lipase anzutreffen ist. In keinem Falle aber konnten wir bei 


anseren Tieren nach Unterbindung des Pankreasganges Lipase im 
Urin nachweisen. 


Die bereits oben mitgeteilten Versuche von v. Hess waren in der 
Absicht ausgeführt worden, etwas über die Herkunft der Lipase im 
Blute zu ermitteln. Obwohl es uns im Gegensatze zu v. Hess gelungen 
ist, festzustellen, daß die Pankreasgangunterbindung zu einer Ver- 
mehrung der Lipase im Blute führt, möchten wir doch nicht glauben, 
damit nun den Beweis erbracht zu haben, daß das Pankreas als Quelle 
der Blutlipase anzusehen ist. Denn eine Pankreasgangunterbindung 
schafft Bedingungen im Organismus, die nichts weniger als normale 
sind. Wenn überhaupt in der Frage von der Herkunft der Lipase im 
Blute etwas ermittelt werden soll, so kann das nur unter Versuchs- 
bedingungen geschehen, bei denen an den normalen Vorgängen im 
Organismus auch nicht das Geringste geändert werden darf. 

Nun hatten schon vor längerer Zeit Ehrmann und Wohlgemuth!) 
festzustellen versucht, ob und inwieweit das Pankreas als Quelle für 
die Diastase im Blute in Betracht kommt, und hatten an normalen 
Hunden das Blut der Vena pancreatico-duodenalis bezüglich des 
Diastasegehaltes verglichen mit dem Blute aus peripheren Gefäßen, 
ausgehend von der Überlegung, daß, wenn wirklich die Blutdiastase 
aus dem Pankreas kommt, das Blut der Pankreasvene etwas reicher 
an Diastase sein mußte, als das Blut aus anderen Gefäßprovinzen. 
Die sorgfältig durchgeführten Untersuchungen hatten aber ein nega- 
tives Ergebnis. 

Ich hatte nun Gelegenheit, an drei Hunden, die zu anderen Zwecken 
untersucht wurden, den Lipasegehalt des Serums aus verschiedenen 

Gefäßen untereinander zu vergleichen. Ich ging dabei, wie Ehrmann 
und Wohlgemuth, von der Vorstellung aus, daß, wenn die Blutlipase 
in irgend einer Beziehung zum Pankreas oder zum Darme steht, das 
aus dem Pankreas bzw. dem Darme kommende Blut reicher an Lipase 
sein mußte als das Blut peripherer Gefäße. Ich untersuchte deshalb 
das Serum aus der Vena pancreatico-duodenalis, aus der Vena portarum 


1) Ehrmann und Wohlgemuth, diese Zeitschr. 21, 421, 1009. 
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und aus der Vena und Arteria femoralis. Die Lipasebestimmung führte 
ich in diesen Versuchen an Monobutyrinlósungen aus, indem ich 1,0 ccm 
Serum auf 10ccm einer lproz. Monobutyrinlósung 24 Stunden im 
Brutschrank einwirken ließ und danach die freigewordene Buttersäure 
mit n/10 NaOH gegen Phenolphthalein als Indikator titrierte. 


Die Zahlen in nachfolgender Tabelle geben die verbrauchte Meng- 
n/10 NaOH in Kubikzentimetern an, umgerechnet auf 100 cem Serum 























Tabelle III 
Versuch Xena Panel: Vena portarum Vena femoralis | Arteria femoralis 
em em Lem com 
1 | 173 | 158 117 129 
2 d 170 | 168 140 | 132 
3 |! 155 150 130 138 


Aus der Tabelle geht deutlich hervor, daß das Serum der Vena 
pancreatico-duodenalis am meisten Lipase enthält, etwas weniger das 
Blut der Pfortader, während das Serum aus dem Blute der Vena und 
Arteria femoralis weit schwächere Lipasewirkung besitzt. 


Was besagt nun dieser Befund in bezug auf die Herkunft der 
Lipase im Blute? Zum mindesten so viel, daß ständig Lipase aus dem 
Pankreas in das Blut übergeht. Aber auch das Pfortaderblut führt 
konstant einen Lipasestrom dem Blute zu, wenn auch die Werte für 
das Pfortaderblut hinter denen des Pankreasblutes zurückstehen: 
aber sie liegen doch wesentlich höher als die Werte für das Serum aus 
der Vena und Arteria femoralis. Diese in vermehrter Menge im Pfort- 
aderblut sich findende Lipase dürfte wohl nichts anderes sein als aus 
dem Darme resorbierte Pankreas- und Darmlipase. Wenn nun dieser 
teils aus dem Pankreas, teils aus dem Darme kommende Lipasestrom 
die Leber passiert, so wird dabei wahrscheinlich von den Leberzellen 
ein großer Teil der Lipase zurückgehalten, und man begegnet so in 
der Peripherie einem lipaseärmeren Serum. Der Beweis für eine Re- 
tention der Lipase in der Leber steht allerdings noch aus; er hätte 
mit Sicherheit erbracht werden können durch die Untersuchung des 
Blutes der Vena hepatica. Das ist aber leider versäumt worden. Immer- 
hin erkennt man bei Betrachtung der Lipasewerte der Vena und Arteria 
femoralis in den Versuchen 1 und 3, daß das Blut bei der Passage durch 
die Gewebe einen Teil der Lipase abgibt, und man darf wohl annehmen, 
daß die für den Fettstoffwechsel so wichtige Leberzelle eine besondere 
Affinität zur Lipase besitzt. 

Die Annahme, daß die Serumlipase ihre Quellen im Pankreas 
und im Darme hat, scheint zunächst im Widerspruch zu stehen mit 


| 
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den interessanten Beobachtungen, die neuerdings Rona und seine Mit- 
arbeiter!) an den verschiedenen Lipasen bezüglich ihres Verhaltens gegen- 
über Giften (Chinin, Atoxyl) gemacht haben. Sie hatten zwar festgestellt, 
daß Serumlipase und Pankreaslipase sich gegenüber dem Chinin voll- 
kommen gleichsinnig verhalten, indem beide gegen Chinin sehr emp- 
findlich sind. Dagegen ist die Pankreaslipase resistent gegen Atoxyl, 
während die Serumlipase schon durch kleinste Mengen Atoxyl in ihrer 
Wirkung gehemmt wird. Diese Tatsache würde zunächst gegen eine 
Identität beider Lipasen sprechen. Nun geht aus den Untersuchungen 
weiter hervor, daß ebenso wie die Serumlipase auch die Leberlipase 
schon gegen kleinste Atoxylmengen außerordentlich empfindlich ist. 
Aller Wahrscheinlichkeit nach ist aber diese Atoxylempfindlichkeit 
eine Eigenschaft, welche der Leberzelle in gleichem Maße zukommt 
wie der von ihr gebildeten Lipase. Man könnte sich nun vorstellen, 
daß die Pankreaslipase und ebenso die Lipase im Pfortaderblut bei 
ihrer Passage durch die Leber eine völlige Umstimmung bezüglich 
ihres Verhaltens gegenüber Atoxyl erfahren, und daß sie von der Leber- 
zelle die Empfindlichkeit gegen Atoxyl mit auf den Weg bekommen. 
Dabei braucht an ihrer Chininempfindlichkeit nichts geändert zu 
werden; denn da die Leberlipase gegen Chinin unempfindlich ist, dürfte 
wohl auch die Leberzelle der Chininkomponente gegenüber ein in- 
differentes Verhalten zeigen. Der Beweis hierfür steht allerdings noch 
aus. Er wäre nicht unschwer zu erbringen durch Leberdurchblutungs- 
versuche mit Pankreaslipase bzw. Darmlipase. Wie der Versuch auch 
ausfallen mag, die Tatsache bleibt jedenfalls bestehen, daß aus dem Pan- 
kreas und aus dem Pfortadersystem konstant größere Mengen von Lipase 
der Leber bzw. dem Blute zuströmen und so für einen ständigen Ersatz 
der verbrauchten Lipase sorgen. 

Daß die ständige Ergänzung so vor sich geht, daß die Leberzelle 
von ihrem eigenen Lipasebestand dauernd an das Blut abgibt und 
ihren eigenen Vorrat aus dem Pankreasvenenblute und aus dem Pfort- 
aderblute wieder ergänzt, möchten wir deshalb für ganz unwahr- 
scheinlich halten, weil ja gerade ein scharfer Gegensatz zwischen Serum- 
lipase und Leberlipase in ihrem Verhalten gegenüber Chinin besteht. 

Die Arbeit ist zum Teil aus Mitteln bestritten, die wir der Hojimi- 
Hoshi-Stiftung verdanken. 


1) Rona, Petow und Schreiber, Klin. Wochenschr. 1, 2366, 1922; Rona 
und Pavlovic, diese Zeitschr. 134, 108, 1923. 
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Carbinole als Indikatoren. 


Von 
L. Karczag und R. Bodo. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der Kgl. Pázmány Péter-Universitát 
und aus dem pharmakologischen Institut der Kgl. Elisabeth-Universitát 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1923.) 


Es ist das Verdienst von Hantsch und seiner Schule, die prinzipiell 
wichtige Tatsache festgestellt zu haben, daß die Theorie der Indi 
katoren Wi. Ostwalds, wonach der Farbenumschlag darauf beruht, 
daß die Farbstoffionen eine andere Färbung besitzen als die undisso 
ziierten Moleküle, keine allgemeine Gültigkeit besitzt, und daß ir 
zahlreichen Fällen außer Ionenbildung die intramolekularen Um. 
lagerungen ebenfalls Farbenänderungen bewirken. 

Diejenigen Indikatoren, welche die intramolekulare Umlagerung 
bzw. den Übergang in die tautomere Form erleiden, können im al- 
gemeinen bezüglich ihres Verhaltens in zwei Gruppen geteilt werden. 
Bei den Gliedern der ersten (z. B. Phenolphthalein) erfolgt die Taute- 
merisation bzw. der damit verbundene Farbenumschlag momentan, 
bei denjenigen der anderen Gruppe (z. B. Fuchsin S, Wasserblau, 
Lichtgrün) nur langsam mit meßbarer Geschwindigkeit. Die Glieder 
dieser zweiten Gruppe werden insbesondere durch die Triphenylmethan- 
farbstoffe vertreten. Die intramolekulare Umlagerung dieser Tr- 
phenylmethanfarbstoffe geht nach folgendem allgemeinen Schema 
vor sich: 


Se È xs 
C C —OH 
t y , / D x 
Tl f | | | 
x | 7 = 
Ry N—Cl Re N-OH R,—N 
Farbsalz dissozuert, farbige, echte farblose Pseudobas. 
Ammoniumbase, Carbinol undissozuert. 


Diese langsame Umwandlung der Triphenylmethanfarbstoffe, welche 
unter Einwirkung der OH-Ionen erfolgt, machte die Anwendung 
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dieser Farbstoffe als Indikatoren unmöglich. Der eine von uns!) 
machte aber die Beobachtung, daß der Tautomerisationsvorgang in 
umgekehrter Richtung vom Carbinol zum Farbstoff momentan vor 
sich geht, sobald zu den farblosen Carbinolen Säure zugesetzt wird. ` 
Die Untersuchung verschiedener Farbstoffe der Triphenylmethan- 
gruppe ergab ferner, daß die einzelnen Glieder sowohl in Richtung 
des Carbinols wie in Richtung des Farbstoffes mit verschiedener Ge- 
schwindigkeit umgewandelt werden, und daß, je schneller der Über- 
gang des Farbstoffes in die farblose Carbinolbase, desto schneller auch 
die Rückwandlung derselben in die farbige Form. 

Untersucht wurden sowohl saure wie basische Farbstoffe in einer 
0,1 prom. Lösung. Saure Farbstoffe: Rotviolett, Fuchsin S, Wasser- 
blau, Lichtgrün, Pyrrholblau. Basische Farbstoffe: Malachitgrün, 
Brillantgrün, Fuchsin, Kresofuchsin, Rubin, Magentarot, Gentiana- 
violett, Methylviolett, Kristallviolett. Es ließ sich aus den Entfärbungs- 
versuchen, welche mit n/10 Natronlauge, sowie aus den Regenerations- 
versuchen, welche mit n/10 Salzsäure vorgenommen wurden, fest- 
stellen, daß der Rückverwandlungsprozeß bei einigen Carbinolen 
momentan mit einem Sprung vor sich geht, bei anderen dagegen lang- 
samer in der Kälte und schneller beim Erwärmen der Flüssigkeit. 
Insbesondere zeigten die Carbinole von Rotviolett, Fuchsin S und 
Wasserblau momentane Umschläge nach Zusatz von Salzsáuren. 

Es mag einstweilen dahingestellt bleiben, auf welche Ursache 
die äußerst langsame Umwandlung der Farbstoffe in die Carbinole 
unter Einwirkung von Laugen und die momentane Farbenregeneration 
der Carbinole unter Einfluß von Säuren vor sich geht, und ob diese 
davon abhängig ist, ob der Elementarvorgang bzw. die Umlagerung 
der Moleküle bei Anwesenheit von OH-Ionen nacheinander, bei An- 
wesenheit von H-Ionen auf einmal mit einem Sprung vor sich geht, 
und ob hierbei die elektrodynamischen Vorgänge, welche sich bei der 
intramolekularen Umlagerung abspielen, maßgebend sind. Die Tat- 
sache, daß die Carbinole aus dem farblosen Zustande durch Säuren 
momentan umgewandelt werden, brachte den einen von uns (Karczag) 
auf den Gedanken, diese als Indikatoren zu verwenden. Der Umstand, 
daß die Carbinole zu den einfarbigen Indikatoren zu rechnen sind, 
und daß sie gleiche Empfindlichkeit auf H-Ionen wie das Phenol- 
phthalein auf OH-Ionen aufzuweisen schienen, veranlaßte uns, Ver- 
suche über die Brauchbarkeit der Carbinole als Indikatoren anzustellen. 

Mit Rücksicht darauf, daß wir über chemisch reine Carbinole 
nicht verfügen bzw. sie aus dem Handel nicht zu gewinnen imstande 
sind, haben wir uns die Carbinollösungen nach der elektrostatischen 


1) L. Karczag. Über Elektropie, diese Zeitschr. 138, 344, 1923. 
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Methode, welche von Karczag!) angegeben worden ist und welche ` 
wir im folgenden kurz wiedergeben möchten, dargestellt. 

Es wurden 0,1prom. Lösungen von Fuchsin S und Wasserblau 
in breite Reagenzgläser gegossen und sodann in diese Kohlestábchen. 
welche zu Beleuchtungszwecken gebraucht werden, in ungebrauchtem 
Zustande eingesenkt. Nach 18 bis 24 Stunden, oft aber nach 2 
3 Tagen ist eine fast vollkommene Entfárbung der Farbstofflósunger 
zu beobachten. Die entfärbten Flüssigkeiten enthalten die Carbinole. 
welche nun dekantiert werden. Man überzeugt sich in einer abgegossenea 
Probe durch Zufügen von einem Tropfen n/10 Salzsäure über die er- 
reichbare Regenerationsstärke der Farbstoffe, indem man diese mit 
der ursprünglichen Farbstofflösung vergleicht. Da die verschiedenen 
Kohlesorten nicht gleichwertig sind, empfiehlt es sich, auf einmal 
10 bis 15 Proben anzustellen. Diejenigen Kohlestäbchen, welche sich 
durch ihr gutes Entfärbungsvermögen auszeichnen, können zur weiteren 
Darstellung von Carbinolen ohne besondere Behandlung benutz: 
werden. 

Wir gewannen auf diese Weise Carbinole von Fuchsin S und Wasser- 
blau, mit denen wir Versuche in verschiedenen Richtungen angestellt 
haben. 

Zuerst wurde der Umschlagspunkt des Wasserblaucarbinols mit 
der Sörensenschen Methode festgestellt. Wir gaben zu 10ccm der 
Pufferlösungen 20 Tropfen Carbinollósung (aus 0,1prom. Wasserblau). 
Wir fanden, daß dieses Carbinol eine Wasserstoffzahl py = 5 bis 6.2 
indiziert. Der Farbenumschlag erfolgt bei den höheren Konzentrationen 
momentan, bei den kleineren dagegen langsam, so daß die Endfarbe 
bei diesen in etwa 10 bis 15 Minuten erreicht wurde. 

Die in gleicher Richtung mit Fuchsin S-Carbinol vorgenommenen 
Versuche ergaben, daß dieses Carbinol eine Wasserstoffzahl pg = 5,2 
bis 6,6 indiziert. Der Umschlag erfolgt bei diesem Carbinol im all- 
gemeinen schneller als bei dem Wasserblaucarbinol. 

Es ließ sich ohne weiteres erkennen, daß diese Indikatoren viel 
vorteilhafter zu der Sörensenschen Methode zu gebrauchen sind als 
das p-Nitrophenol und das Methylrot. Außer diesem Vorteil als ein- 
farbige Indikatoren ist noch ihre Anwendbarkeit zur Michaelis-G y&mant- 
schen Indikatormethode hervorzuheben, da uns diese Carbinole das 
saure Gebiet indizieren. Wir sind bemüht, die Carbinole in chemisch 
isoliertem Zustande zu gewinnen und ihre Anwendung zur Messung 
von Wasserstoffionenkonzentrationen auszuarbeiten. 


1) L. Karczag, diese Zeitschr. 138, 344, 1923. 





Versuche über die Bedeutung der Reihenfolge in der Biologie. III. 


Von 
L. Karezag und K. Hajos. 


(Aus der III. medizinischen Klinik der Kgl. Päzmäny Péter-Universitát 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1923.) 


Wir haben bereits in früheren Mitteilungen!) darauf hingewiesen, 
daß in den verschiedensten physikalisch-chemischen und biologischen 
Prozessen die Dauer, Vollständigkeit und der biologische Effekt der 
ablaufenden Prozesse durch die Änderung der Reihenfolge der Kom- 
ponenten eines an sich geschlossenen Systems erheblich beeinflußt 
werden und daß diese Prozesse ein bestimmtes Reihenfolgeoptimum 
und Reihenfolgepessimum besitzen. 

Zweifelsohne beruht die biologische Reihenfolgeregel auf physi- 
kalischen Ursachen, und sie wird vornehmlich durch das Vorzeichen 
und die Größe derelektrostatischen Ladungen der einzelnen Komponenten 
bestimmt. Die Kolloidchemie lieferte diesbezüglich ebenfalls Beispiele, 
aus denen der eminente Einfluß der elektrostatischen Ladungen bei 
Reihenfolgeprozessen ohne weiteres hervorgeht. Billiter?) hatte die 
Rolle der elektrostatischen Ladungen bei Flockungsprozessen unter- 
sucht und den Einfluß der Reihenfolge durch Versuche nachgewiesen, 
aus denen als Beispiele folgende genannt werden sollen. 

GieBt man zu Fe(OH), durch NH, elektronegativ gemachte 
Gelatine, so entsteht eine Fällung; gießt man aber zu einem Gemisch 
Fe(OH), + Gelatine (—) das Ammoniak hinzu, so entsteht keine Fällung. 

GieBt man zu einem Gemisch von Bismarckbraun + Fe(OH), 
Ammoniak, so entsteht keine Fällung, gießt man jedoch zu Bismarck- 
braun durch NH, elektronegativ gemachtes Fe(OH),, so entsteht 
eine Fällung. 


1) L. Karczag, diese Zeitschr. 122, H. 1/4, S. 43; L. Karczag u. K. Hajös, 
Le, S. 52. 

2) Billiter, Sitzber. d. Akad. d. Wiss. Wien, math.-nat. Kl. 113, Abt. IIa, 
1904, zit. nach H. Handowsky, Leitfaden der Kolloidchemie 1922, S. 130. 
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Wir haben in unseren Versuchen die Allgemeingúltigkeit der 
Reihenfolgenregel auf Grund von Erfahrungen, welche diesbezüglic 
an oxydationskatalytischen Systemen, Bakteriengärungen, bakter:- 
lytischer Wirkung von Immunserum auf Paratyphus B-Bazillen, a: 
antitryptischen Versuchen mit Blutserum und Hämolyseversuck:: 
gewonnen wurden, aussprechen können. 

Bezüglich des hámolytischen Systems ließ sich auf Grund der Reihe: 
folgeregel die Tatsache bestätigen, daB die nachträgliche Zugał 
des Komplements zu einem Gemisch von Hámolysin und Erythrocyte: 
eine schnelle Hämolyse bewirkt, wogegen die vorherige Zugabe de 
Komplements zu den Erythrocyten und die nachträgliche Zugab 
von Hámolysin eine auffallende zeitliche Verzögerung der Hämolys 
hervorruft. Wir fanden ferner, daß das hämolytische System kein 
sensibilisierten Blutkörperchen bedarf, da die Reaktion gemäß der 
Reihenfolgeregel momentan verläuft. Die oben beschriebenen Fr- 
scheinungen am hämolytischen System stellen sich daher auch obre 
vorangehende Sensibilisierung der Erythrocyten ein. 

Da das hämolytische System im Reaktionsverlauf der Wassermann- 
reaktion eine bedeutende Rolle spielt, schien es für uns nicht unwichtiz. 
die Reihenfolgeversuche auch auf dieses komplizierte System aus- 
zudehnen und dadurch den Gültigkeitsbereich der Reihenfolgereg! 
zu erforschen. ? 

Die Reihenfolge der überall geúbten Wassermannreaktion wir 
im folgenden angegeben und in der Laboratoriumspraxis ausgeführt: 

l. Phase: Serum + Antigen + Komplement + Kochsalz 1 Stund: 
Thermostat. 

2. Phase: 3 x Menge des Hámolysintiters + Erythrocyten oder 
sensibilisierte Erythrocyten. 

Wir nennen diese Reihenfolge die ‚normale Einstellung“ de 
Systems. 

Die in unseren Tabellen verzeichneten  Reaktionsstirken: 
— negativ, +, ++, +++ positiv, bedeuten den Ausfall der Wasser- 
mannreaktion und nicht die der Hämolyse, da ja die negative Hämoly* 
eine positive Wassermannreaktion bedeutet. 

Das gesamte Volumen der zur Wassermannreaktion benutzten 
Komponenten betrug, wie üblich, 2,5ccm. Als Antigen benutzten 
wir ein alkoholisches Menschenherzextrakt in einer Verdünnung 1:: 
(hiervon 0,5 cem). 


1. Hauptversuch. 

Der erste Hauptversuch bestard aus drei Versuchsserien. Serie A 
wird in der unten bezeichneten Reihenfolge mit sensibilisierten Blut- 
körperchen ausgeführt, wobei gemäß der üblichen Vorschrift die erste 
Phase 1 Stunde lang im Thermostaten stehen gelassen wurde. 
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Serie B wurde entsprechend unserer bereits gemachten Erfahrung 
ber die momentan eintretende Bindung zwischen Erythrocyten und 
lámolysin ohne vorherige Sensibilisierung ausgeführt. Die Reihenfolge 
ler zweiten Phase dieser Serie entsprach der pessimalen Zusammenstellung 
les hámnolytischen Systems. 


Die dritte Serie C umfaßte die optimale Zusammenstellung der zweiten 
hase. 


Die erste Phase aller drei Serien wurde, wie unten angegeben, kom- 
nutiert. 


Serie A. 
I. Se, Ko, A, NaCl 
IV. Ko, A, Se, NaCl | + Sensibilisierte Blutkörperchen. 
VII A, Se, Ko, NaCl 
Serie B. 
II. Se, Ko, A, NaCl | 
V. Ko, A. Se, NaCl +; + Erythrocyten + Hámolysin. 
VIII. A, Se, Ko, NaCl 
Serie C. 
III. Se, Ko, A, NaCl 
VI. Ko, A, Se, NaCl ! + Hámolysin + Erythrocyten. 
IX. A, Se, Ko, NaCl 


Wir müssen bemerken, daß Permutationen der einzelnen Komponenten 
der Wassermannreaktion bereits von anderen Forschern ausgeführt wurden, 
und daß diesbezüglich reichliche Beobachtungen vorliegen. Unsere Reihen- 
folgeänderungen am Wassermannschen System sind zielbewußte Be- 
strebungen , denen die Reihenfolgenregel bzw. der Einfluß elektro- 
statischer Ladungen zugrunde liegt, neue Tatsachen eröffnete (Moment- 
reaktion) und auch den Begriff der Sensibilisierung der roten Blutkörperchen 
ın eine neue Beleuchtung brachte. 

` In folgender Tabelle sind die Reaktionsstärken der mit 12 Serien an- 
gestellten Versuche nach 25 Minuten verzeichnet. Aus dieser Zusammen- 
stellung ist klar zu ersehen, daß die Serie C gegenüber Serie B die 
optimale, dagegen die Serie B die pessimale gegenüber der Serie C 
darstellt, wie dieses gemäß der Reihenfolgeregel des hämolytischen 
Systems zu erwarten war. Jedoch zeigt die optimale Serie C gegen- 
über der Serie A, welche mit sensibilisierten Blutkörperchen ausgeführt 
wurde, Hämolysehemmungen, was darauf hinweist, daß die Sensibili- 
sierung als die optimale Einstellung zu betrachten ist. Die Sensibil:- 
sierung der roten Blutkörperchen besitzt also vom Standpunkte der Reihen- 
folgeregel bei der Wassermannreaktion eine andere Bedeutung, als bei 
dem hämolytischen System. 

Vergleicht man nun die einzelnen Kolonnen der Serie A mit der 
üblichen Reihenfolge gewonnener Reaktionen der untersuchten Scrie, 
so ersieht man ohne weiteres, daß auch in der ersten Phase der Wasser- 
mannreaktion die geringste Reihenfolgenänderung bedeutende Ver- 
schiebungen nach sich zieht. 
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Tabelle I. 

Fall | Wassermann. | PE A | Serie B | Serie C 

Ne. | ginstellung | ı [rv] vo | ı | v | von | vi P 
© ` || Einstellung || I |TV | d | vm m | w 
„| - fell - bal +++ 
21 >. Jet E Se ob ech E e ga ail = 
22 — =l- - I - ‚++ |, —- | + | ++! - 
6 rl — HHHH tj | - 
ECH "Er "Eelst Eeer Gef Deg Jee 
1 = || = BEE = — | - 
5 — E =| EH tt AA+ | — | + 
27 qe SA A - 
6l "Es Bee E | 
30 ++ tee 2 hehe 
32 — 11-1441 (E ME ME NK 


In nächster Tabelle II sind die abgelesenen Resultate derselben Ver- 
suche nach einer Stunde zusammengestellt, woraus dieselben Regelrmäßir- 
keiten zu ersehen sind, wie aus obiger Tabelle I. 











Tabelle II. 
er y Pers: Serie A Serie B | Serie C 
Nr. Normale "3 Tt == SC = e E D ëm Moe LN 
Einstellung | I [| IV | vu | II v | w| m | vi jm 
I cd ke = u — o er 
> = a EEN a I — HA 
22 = UH = = 1.1 2 Cem 
6 DA dl Ea an FH — 1 Se 
2 ER Sch Së ez? o al ST 
> — — | — | — — — | | — ~ 
| fl 
- y ll Be ZU zk | = | zt: sep Meer «to 
s\ ‚=. ll) +] pS 
Li De: dl a ea B = 
e Fe ME SS Juge, Pp | + 
ES ES HETH | 
` am e =- | -— | — — | — 


IH. Hauptversuch. 


In- der nächsten Versuchsreihe haben wir durch paralleles Arbeiten 
gleichzeitig folgende Systeme zusammengestellt: 


System l... | Serum 


T ERE Se = Gar + Hämolysin + rote Blutkörperchen 
stellung.) NaCl 
| Serum 
System 2 . . SEN + rote Blutkörperchen + Hämolysin. 
NaCl 


Bei diesen Systemzusammenstellungen wurde also die 1. (normale) 
Phase der Wassermannreaktion konstant gehalten und nur die 2. Phase 
variiert. Gemäß der Reihenfolgeregel des hämolytischen Systems war & 
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ı erwarten, daß System 1 die optimale und System 2 die pessimale Zu- 
unmenstellung bildet. Ein Blick auf unsere Tabelle zeigt ohne weiteres, 
aB die Reaktionen den erwarteten Resultaten entsprechen und somit 
ie Reihenfolgeregel bestätigen. 

Die Ablesung erfolgte bei dieser Versuchsreihe nach 1 Stunde, die 
ugesetzte Hämolysinmenge betrug das Zweifache des Titers. Die Tabelle IV, 
¡elche die Ablesungen nach 16 Stunden enthält, zeigt die Unterschiede 
och eklatanter. 




















Tabelle III. Tabelle IV. 
Fall Nr. System I | . System II | Fall Nr. | System I System II 
| 

ı f + +t LV - ++ 
2, ++ +++ 2 | ++ ++ 
3 SS Eure Së 4 ++ 
4 | + +++ 4 | + +++ 
5 +++ | +++ 5 | +++ tt 
6 +++ | ++ TRE: + 
7T j + ++ 0 d ++ 
s | + ++ s oo +o i ++ 
SL "ep Ter GE A Ge 5: 
10 io — ++ o | — ++ 
14 ++ ut 14 — ++ 
15 +++ | +++ a ar 
16 — — 16 — + 
7 j — +++ 7 jo >= ++ 





Zu dieser Versuchsgruppe gehóren noch zwei weitere Serien, bei denen 
die gleichen Systemzusammenstellungen mit der vierfachen Hämolysin- 
menge ausgeführt wurden. 

Es war zu erwarten, daß die Differenzen mit kleineren Hämolysin- 
mengen viel schärfer hervortreten als mit größeren Hämolysindosen. 
Aus nächster Tabelle ist zu ersehen, daß auch hier gemäß der Reihen- 
folgeregel Gruppe I die optimale, Gruppe II die pessimale Zusammen- 
stellung darstellt, und daß hier sich die Reaktionen infolge des Hämo- 
lysinúberschusses in der optimalen Richtung verschieben. Die Steigerung 
der Hämolysindosen verwischt also feinere Differenzen, ohne jedoch 
die optimale und pessimale Reaktionswirkung aufgehoben zu haben. 
Das Reaktionsgleichgewicht stellte sich bei Gruppe I nach 40 Minuten 
ein, wogegen sich die verzeichneten Reaktionen bei Gruppe II nur 
nach 3 Stunden einstellen. 











Tabelle V. 

Fall Nr. | Gruppe I | Gruppe II | Fall Nr. | Gruppe I | Gruppe II 
ULI: eg, 19 LI o + 
12 — — 110 | — E 
13 | +++ +++ UL kk" ++ 
14 | Ze = 112 | ES Se 
15 — — 113 — = 
6 |. — Se 114 | = = 
m | — ++ ua Ain H 
18 | — + 116 | == | e 





Anmerkung: Gruppe I nach 40’, Gruppe II nach 3h abgelesen. 


350 L. Karczag u. K. Hajós: 


Das Ergebnis dieser Versuchsreihe möchten wir also kurz im 
folgenden zusammenfassen: Die Versuche bestätigen die Reihenfaz. 
regel, auf deren Grund vorausgesagt werden konnte, welche Syster. 
zusammenstellung die optimalen, und welche die pessimalen Ergeb» 
liefern. Schon die Änderung an der zweiten Phase hatte also gemi 
unseren Erwartungen große Differenzen nach sich gezogen. Die Gr} 


der zugesetzten Hämolysinmenge beeinflußte zwar diese Differero- 


indem sich die pessimalen (+) Reaktionen in optimaler (—) Richt:; 
veränderten, vermochte jedoch die Unterschiede nicht aufzuheben. 

Der Gültigkeitsbereich der Reihenfolgeregel erstreckte + 
somit — nach vorliegender Mitteilung — auch auf die Wasserman. 
reaktion und führte zu theoretisch und praktisch wichtigen Resultate. 
Die in theoretischer Hinsicht gewonnenen Tatsachen lassen uns ns: 
Wege in der Serologie erblicken. Insbesondere sind wir, auf der Reik. 
folgeregel fußend, bemüht, durch zielbewußtes Vorwártsdrinx: 
diejenigen Differenzen zu erforschen, welche zwischen dem von u 
gefundenen Reaktionsoptimum und zwischen der allgemein geütt: 
Einstellung der Wassermannreaktion bestehen. 

Diese Versuche, welche also unsere Erwartungen vollauf bestátiz: 
und die Richtigkeit der Folgerungen, welche aus der Reihenfolgenre:‘ 
hervorgingen, erwiesen haben, wurden im Hochsommer 1921 as 
geführt. Diese fast beispiellosen heißen Sommermonate haben ur: 
jedoch zu weiteren Untersuchungen veranlaßt, indem wir cinerser: 
den hohen Temperaturen und andererseits den  jahreszeitlich 
Schwankungen, welche den Ausfall der Wassermannreaktion ebenfal: 
zu beeinflussen imstande sind, Rechnung tragen mußten. Wir hab: 
also monatlich mit den verschiedensten Serien weitere Versuche vo- 
genommen. Jedesmal wurden zehn Serien untersucht. 


Versuche. 

Den 11. Oktober 1921. Eingestellt Serie D Diese Untersuchungen 
ergaben gegenüber der normalen Einstellung keine Differenzen. 

Am 10. Januar 1922. Eingestellt Serie B. Auch diese Versuche ließen 
keine Unterschiede gegenüber der normalen Einstellung erkennen. 

Am 10. Februar 1922. Eingestellt Serie B. Ebenfalls keine Unter 
schiede zu erkennen. | | 

Am 7. Juni 1922. Eingestellt Serien A, B, C. Diese Versuche ergaben 
ganz regellose Unterschiede, indem sich in der Hämolyse kleinere Hem- 
mungen zeigten, welche jedoch nach etwa 1 Stunde mit dem Reaktion: 
ergebnis der normalen Einstellung übereinstimmten. 

Am 10. Juni 1922. Eingestellt Serien A, B, C. Die Serie B zeigt kleme 
Hemmungen, welche jedoch nach 1 Stunde verschwinden und somit di 
Reaktionen mit derjenigen der normalen Einstellung übereinstimmen 

Am 21. Juni 1922. Eingestellt Serien A, B, C. Bei diesen Versuchen 
zeigte sich bei Serie B VIII. in zwei Fällen eine Wassermannreaktion mit -—: 
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lern die Reaktionen derselben Serie in den übrigen Proben + bzw. 
zativ ausfielen. i 

Wie aus den mitgeteilten Versuchen hervorgeht, fanden sich 
der diejenigen Differenzen, welche im Hochsommer 1921 beobachtet 
arden, nicht bestätigt, die Regelmäßigkeit war nicht mehr zu erkennen, 
ann auch insbesondere in den Sommermonaten wieder kleine Diffe- 
nzen festzustellen waren. Es scheint somit, daß der Einfluß der 
eihenfolge auch mit den Temperatureinflüssen und mit den jahres- 
itlichen Schwankungen im Zusammenhange steht. Der Einfluß 
ər Reihenfolge gab sich in diesen Versuchsserien nur in zeitlichen 
ifferenzen kund, welche sich nach 1 bis 2 Stunden ausglichen. Anderer- 
its konnten auch paradoxe Reaktionen beobachtet werden, ohne 
»doch eine Regelmäßigkeit in ihrem Auftreten feststellen zu können. 
dese Ausnahmen, welche sich in einem paradoxen Ausfall der Wasser- 
nannreaktion erkenntlich machen, könnten auch mit Rücksicht darauf, 
\aß wir hierbei den elektrostatischen Ladungen der einzelnen Kom- 
»onenten eine große Rolle zumessen, mit dem Zeitfaktor, das ist die 
Geschwindigkeit, mit der das System zusammengestellt wird, in Zu- 
sammenhang gebracht werden, indem bekanntlich diese einen kolloid- 
chemischen Prozeß wesentlich beeinflussen können, wofür Gordon, 
Freundlich und Danys Beispiele geliefert haben. . 








Studien über den Einfluß des Glykokolls auf die Fermer 
wirkung eines Soja-urease-präparates. 
II. Mitteilung. 
Über den stabilen Bestandteil des Soja-urease-práparates. I. 


Von 








Naosaburo Kató (Kanazawa, Japan). 


(Aus der biochemischen Abteilung des Städtischen Krankenhaus 
am Urban zu Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Mai 1923.) 








In der ersten Mitteilung dieser Arbeit!) habe ich die : 
ausgesprochen, daß das Soja-urease-präparat, welches ich bei 
vorigen Untersuchung benutzt habe, aus zwei Bestandteilen bexs 
und die Fermentwirkung des Präparates abhängig sei einerseit: 
dem Mengenverhältnis dieser Bestandteile, andererseits von der Su 
konzentration. 

Um die Tatsache zu erklären, daß die Fermentwirkung des Pi 
parates bei kleinerer als Äquivalentharnstoffkonzentration (HL 
ganz verschieden ist von derjenigen bei größerer Harnstoffkon- 
tration als die A H. K., und daß der Einfluß des Glykokollzussw 
auf die Ureasewirkung nur in dem letztgenannten Falle bedeuag 
ist, habe ich die folgende Annahme gemacht: 

Die Fermentwirkung des Soja-urease-präparates bei kleiner 
Substratkonzentration als die A. H. K. besteht aus zwei chemista 
Reaktionen, nämlich 

Harnstoff + Substanz X = Harnstoff-X . ..... il 

Harnstoff-X Uresse_ CO, + NH, + unbekannte Substanzen . A 

Wenn die Substratkonzentration größer ist als die A H. K., da 
geht während der Fermentwirkung noch eine dritte Reaktion vor éi 
nämlich 

Harnstoff + Urease = Harnstoff-Urease `... 

Die beiden folgenden Reaktionen, nämlich 

Harnstoff-Urease = Urease + CO, + NH, e 
Harnstoff-Urease + Substanz X = Harnstoff-X + Urease . 
kommen in diesem Falle nicht in Frage. 


1) Diese Zeitschr. 186, 498, 1923. 
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Die Reaktion 3 wirkt daher hemmend auf die Fermentwirkung 
im, und ferner ist die Ä. H. K. nicht von der Ureasemenge, sondern 
on der Menge der Substanz X abhängig. 

Um zu prüfen, ob diese Hypothese auf Wahrheit beruht, habe 
:h bei der jetzigen Arbeit zuerst einige Versuche mit folgender Frage- 
tellung angestellt: Wenn man bei den Ureasewirkungen, die bei der 
rößeren Harnstoffkonzentration als die Ä. H.K. vor sich gehen, 
lurch Regulierung der Menge der Substanz X die vermutete Reaktion 3 
vegläßt, und wenn man die dazu nötige Menge der Substanz X gleich 
1ált, in welcher Weise wirkt dann die Veränderung der Ureasemenge 
rf die bei der Fermentwirkung entstandene Ammoniakmenge ein ? 
Dank der verhältnismäßig großen Stabilität der Substanz X habe 
ch ein interessantes Ergebnis bekommen, welches ich hiermit be- 
richten will. 

Über das Vorhandensein einer Substanz, welche sich im Soja- 
urease-präparat befindet und auf die Ureasewirkung beschleunigend 
einwirkt, hat Onodera!) schon im Jahre 1915 eine wertvolle Arbeit 
veröffentlicht, worin er die Substanz als ‚Co-Enzym‘ bezeichnet hat. 
Leider ist bisher diese überraschende Entdeckung Onoderas noch nicht 
anerkannt, und man hält das Problem des Co-Enzyms zurzeit noch 
für ein schwer zu lösendes Rätsel. 

Die Schwierigkeit einer endgültigen Aufklärung beruhte hier auch, 
wie bei anderen Ureaseforschungen, darauf, daß jeder Autor bei seiner 
Arbeit, ohne daran zu denken, daß die Menge des benutzten Soja- 
urease-präparats und die Substratkonzentration eine wichtige Rolle 
bei der Ureasewirkung spielen, diese Bedingungen willkürlich bestimmte, 
und man infolgedessen bei gleichen Versuchen manchmal verschiedene 
Resultate bekommen hat. 

Untersuchungen über die Existenz von Co-Enzym und seine 
Wirkung führten oft zu verschiedenen Ergebnissen, z. B. hat Lövgren 
einmal die Behauptung Onoderas mit seiner eigenen Methode nach- 
geprüft, und dabei hat er die folgenden Resultate erhalten: (Siehe 
die Tabelle I a. f. S.) 

Er sagt zum Schluß seiner Arbeit: Nach diesen Versuchen neige 
ich sehr dazu, Onoderas Co-Enzym sowie seinen Accelerator im Ochsen- 
serum hauptsächlich als einen pg-Effekt anzusehen.“ 

Ich verstehe nicht, warum ein exakter Forscher wie Lövgren einen 
bedeutenden Unterschied, den man sehr leicht aus der obigen Tabelle 
bemerken kann, übersehen hat und, ohne weiter zu forschen, so schnell 
zum Schluß gekommen ist. Meiner Meinung nach schließt das obige 
Resultat Lövgrens die besondere Funktion von Onoderas Co-Enzym 


1) Onodera, Biochem. Journ. 9, 38, 1915. 
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Tabelle I. 
Tabelle XIX von Lövgren!). 


| | l 




















Enzym | Enzym | MI Harnstoff» Reaktions | 
(frisch) | (erbitzt auf 800) | Phosphat ! konzentration zeit | 
em em. |. _ em — Mol pro ter Me. 

A. 
1 5 | 0,1 15 
1 — 5 0,1 30 
1 5 "OI 45 
B. 
l 2 | 5 0,1 15 
] 9 5 Io 30 
1 2 | 5 | 0,1 45 
C. 
l | — 5 | 1,6 | 15 
1 | — 5 1,6 | 30 
1 Ä 5 | 1,6 | 45 
D. 
1 2 | 5 | 1,6 | 15 
1 2 | 5 1,6 E 
] | 2 Ip ' 16 | 45 
Totalvolumen 10 ccm, Temperatur 17°, Phosphat M/2 von pg =8: 
Tabelle II. 
Tabelle XXII von Lóvgren?). 
EG GREEN É | Menge de 
MII H toff» 
Enzym Phosohat ee E 
eem | __ com Mal polie ` og _ 











bet be be Fei bei bei bel bet bei ke 
GR CH Cn On On OH CH CH O O 





| 32 


Totalvolumen 10 ccm, Temperatur 16°, Reaktionszeit 20 Minute | 


nicht aus, im Gegenteil ist es mit demjenigen von Onodera gemi 
parallel. 

Wie man nach meiner ersten Mitteilung vermuten kann, wär * 
für unseren Zweck nicht passend, die Untersuchungen bei kleines 
Substratkonzentration als die A H. K. und bei zu niedriger Temper# 
sowie in zu kurzer Reaktionszeit auszuführen. Ich weiß nicht, welt 





1) Diese Zeitschr. 119, 263, 1921. 
2) Lövgren, diese Zeitschr. 119, 265, 1921. 
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die Ä.H.K. für die Menge des Soja-urease-präparates, die von Lövgren 
bei seinen Versuchen benutzt wurde, war, kann jedoch nach dem 
Resultat Lövgrens schließen, daß sie in der Nähe von 1,6 Mol wahr- 
scheinlich etwas darunter lag (siehe die Tabelle II a.v. S). 

Aus obigem Grunde neige ich dazu, anzunehmen, daß die Existenz 
von Onoderas Co-Enzym und seine spezielle Funktion sicher, und 
diese aber nur bei größerer Substratkonzentration bemerkbar sind, 
wie ich es beim Einfluß des Glykokollzusatzes beobachtet habe. Ich 
glaube, jedenfalls hätte Lövgren damals dieselben Versuche, aber mit 
kleinerer Ureasemenge oder bei noch größerer Harnstoffkonzentration, 
wiederholen und das dabei erhaltene Resultat mit dem oben mit- 
geteilten vergleichen sollen. 

In der Tat, nach dem Ergebnis meiner Experimente kann man 
feststellen, daß 

l. wenn man die Soja-urease-lösung im kochenden Wasserbade 
15 Minuten erhitzt, oder dieselbe durch Na,HPO,-Zusatz schwach 
alkalisch macht und dann im Brutschrank 3 Tage aufbewahrt, die 
Ureaselösung keine fermentative Wirkung mehr zeigt (s. Versuch 2 
und 7); 

2. die wie oben behandelte Lösung auf die Fermentwirkung der 
frisch hergestellten Ureaselösung in folgender Weise einwirkt: Auf 
die Ureasewirkung, die bei kleinerer Substratkonzentration als die 
A H. K. vor sich geht, hat sie fast keinen Einfluß (s. Versuch 3), da- 
gegen auf die Ureasewirkung bei größerer Harnstoffkonzentration als 
die Å. H. K. zeigt sie einen bedeutenden Einfluß, nämlich durch Zusatz 
derselben wird die Menge des durch Fermentwirkung entstandenen 
Ammoniaks stark vermehrt (s. Versuch 3, 4 und 8). 

3. Durch Kochen, Abdampfen auf dem Wasserbade, sowie durch 
Erhitzung auf 150° nach dem Abdampfen ändert die Lösung ihre 
spezielle Eigenschaft nicht, bei schwacher Glühhitze dagegen verliert 
sie sie vollständig (s. Versuch 6). 

4. Nach längerer Aufbewahrung (bis zu 14 Tagen) bei Zimmer- 
temperatur scheint sich ihre spezielle Eigenschaft etwas abzuschwächen 
(s. Versuche 8 bis 11). 

Besonders bemerkenswert ist das Ergebnis meines Versuches 13, 
welcher besagt: Bei den Soja-urease-wirkungen, wo die Substrat- 
konzentration sowie die Konzentration des stabilen Bestandteils des 
Soja-urease-präparates gleich gehalten werden, und das Mengen- 
verhältnis von beiden sich den bestimmten Bedingungen anpaßt, 
sind die Mengen des dabei entstandenen Ammoniaks genau im gleichen 
Verhältnis zu den benutzten Ureasemengen. | 

Diese Tatsache ist natürlich. Trotzdem hat sie bis jetzt noch 
niemand beobachtet, wahrscheinlich wegen Mangels an Kenntnis 
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über diesen stabilen Bestandteil und den Einfluß desselben auf die 


Ureasewirkung, besonders bei der Ureasewirkung, die bei größerer 


Substratkonzentration als die Ä.H.K. vor sich geht. 
Ich meine, die Ureasewirkung, die man bei meinem Versuche 13 


beobachtet, ist eine Grundform derselben. Durch Mangel oder Über- | 


schuß des stabilen Bestandteils und des Substrates schwankt die Ureax- 
wirkung, und ihre Form entfernt sich mehr oder weniger von ihrer 
Grundform. Beispiele für die letzten Fälle liefern uns alle Unter- 


suchungen, über die ich in der vorigen Mitteilung geschrieben halx, | 


sowie fast alle Arbeiten über die Soja-urease, die bisher von versch, 
denen Autoren veröffentlicht worden sind. 

Weitere Untersuchungen über diese Grundform von  Ureast- 
wirkung und Studien über das Wesen des stabilen Teiles des Präparate: 


welche ich für die Ureaseforschung als unbedingt nötig ansehe, sind ` 


jetzt im Gange. 


Die Meinung Onoderas, daß er den kochstabilen Teil seines Ureax- ' 
präparates als Hauptbestandteil der Urease ansah und den kochlabilen ` 


Teil als Co-Enzym bezeichnete, ist falsch, wie Lövgren!) nachwie. 
Denn die gekochte Ureaselösung zeigt in allen Fällen keine Ferment- 
wirkung, während die ungekochte Lösung, die bei größerer Substrat- 


konzentration nur viel schwächere Fermentwirkung zeigt, ohne ge | 


kochte Lösung zuzufügen, nur durch Verminderung der Substratmeng: 
in ihrer Wirkung verstärkt werden kann. 

Die ähnlichen Irrtümer, wie die Meinung Onoderas, sind wahr- 
scheinlich daraus entstanden, daß derjenige, der seine Untersuchung 
mit großer Ureasemenge und bei großer Substratkonzentration aus- 
führte, die Tatsache übersehen hat, daß aus bestimmten Gründen 
eine Fermentwirkung bei seinen Untersuchungen bei größerer Harn- 
stoffkonzentration als die A H. K. eintrat, während die anderen bei 
kleinerer Konzentration ausgeführt werden konnten. 

Bei der Untersuchungsmethode, wo man mit größerer ‘Menge 
Urease und kleinerer Menge Harnstoff arbeitet, werden alle Ferment- 
wirkungen bei kleinerer Substratkonzentration als die Å. H. K. aus 
geführt, und deshalb sind diese Methoden nicht so gefährlich wie die 
vorigen Methoden, aber sie enthalten doch den großen Fehler, dab 
man mit diesen Methoden die wichtige Funktion des stabilen Teiles 
nicht bemerken ‚kann, trotzdem sie in diesem Falle auch eine groß 
Rolle spielt. 

Um die Ureasewirkung richtig zu beobachten, ist die Beseitigung 
dieses stabilen Teiles vor allem notwendig. Diese Arbeit ist aber nicht 
leicht. Bis die Arbeit gelungen ist, will ich die Methode, die ich bei 


1) Lövgren, diese Zeitschr. 119, 260, 1921. 
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meinem Versuche 13 verwendet habe, als die für Ureaseforschung 
zweckmäßigste Methode empfehlen, womit man in sicherer Weise 
den Einfluß des stabilen Bestandteiles und der Substratkonzentration 
beseitigen und deswegen die Ureasewirkung richtiger beobachten kann. 


Das Wort „Co-Enzym“ paßt nicht zu den Eigenschaften des 
stabilen Bestandteiles von Soja-urease-präparat. Ich werde ihn lieber 
als ,,Stabiler Teil X“ bezeichnen, bis sein Wesen noch etwas klarer 
geworden sein wird. 


Zum Schluß wollen wir nochmals auf die Meinung Lövgrens zurück- 
kommen, daß er die Einwirkung des Co-Enzyms Onoderas als pn-Effekt 
ansah. 

Außer den Resultaten, die ich vorher angeführt habe, hat er bei 
seiner Arbeit noch folgende Tatsachen bemerkt: Das pa-Optimum 
der Ureasewirkung ist bei verschiedenen Substratkonzentrationen 
verschieden, und sein Ureasepräparat zeigt folgende pu-Optima: 





Bei Harnstoff. 
konzentration | PH - Optimum 
von 





0,00625 Mol 7,76 


0,0125 „ 7,69 
008 , ¡ 755 
0,1 n0 7488 
02 í 7,41 
0,4 f 7,35 
0,8 00727 


Da die gekochte Ureaselósung etwas sauer ist (Lövgren hat in 
seiner Arbeit darüber nichts geschrieben, aber bei meiner Untersuchung 
habe ich bemerkt, daß sie mit Hilfe der kolorimetrischen Methode 
Da = 5,2 bis 5,4 zeigt und die meisten Ureaselösungen sauer sind. - 
Ich vermute es aus demselben Grunde wie oben), kann daher der 
Zusatz der gekochten Ureaselösung die Wasserstoffionenkonzentration 
der Reaktionslösungen steigern. Infolge dieser Steigerung der H-Ionen- 
konzentration wird die Ureasewirkung bei der Harnstoffkonzentration 
von m/10 durch Zusatz von gekochter Lösung abgeschwächt, während 
dieselbe bei der Harnstoffkonzentration von 1,6 Mol dadurch ver- 
stärkt wird (s. Tabelle I). 


Dieser Gedanke kann richtig sein, aber man muß sich nochmals 
die folgenden Tatsachen überlegen, bevor man alle Effekte der ge- 
kochten Ureaselösung, welche Onodera und ich berichtet haben, als 
p-Effekt ansehen will: 


l. Der pp-Effekt ist nicht so groß wie der Effekt von gekochter 
Ureaselösung, wie es aus folgender Gegenüberstellung hervorgeht: 


24* 
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Tabelle ITI. | 








1 
A. Py Effekt bei Harnstoffkonzentration 1,6 Mol [Versuch 38 von Lövgren!j.. : 
PA de 
Phosphat ` e def Reaktion! Ammoniaks 
eem | em» 
K 5 | 6,94 Säi 
l 5 |715 ` 569 
] 5 74 | 55l 
l 5 l 7,54 - | 5,22 


Totalvolumen 10 ccm, Temperatur 17%, Reaktionszeit 10 Minuten. 


B. Der Effekt von erhitzter Ureaselösung bei Harnstoffkonzentration 
1,6 Mol [Versuch 19 von Lövgren?)]. 


| Mil Menge des 











Enzym 
(rasch) | (erhitzt auf 80%) | auf E T esfera 
=< e --— = SE EE SE SH =- mg , 
(sl P 6,26 
1 | 2 | 5 6,81 


Totalvolumen 10 ccm, Temperatur 17°, Reaktionszeit 15 Minuten. 


2. Die durch Zusatz von Na,HPO, neutralisierte, gekochte Urea«- 
lösung gibt den gleichen Effekt wie die saure Lösung (s. Versuche °. 
10 und 11). 

3. Einfache Säure (z. B. Schwefelsäure) gibt keinen solchen Effekt 
(s. Versuch 12). 

Das Ergebnis meiner jetzigen Arbeit wird also wie folgt kur 
zusammengefaßt: | 

l. Das Soja-urease-práparat, das ich benutzt habe, besteht au: 
zwei Teilen, erstens einem kochlabilen Hauptbestandteil, der fermen- 
tative Wirkung besitzt, zweitens einem kochstabilen Nebenbestandteil. 
der keine fermentative Wirkung zeigt, den ich als ,,Stabiler Bestand- 
teil X bezeichne. 

2. Die Funktion des Bestandteiles X ist weder ein pn-Effekt 
noch ein Einfluß des beigemischten Salzes. 

3. Durch Zusatz des Bestandteiles X kann man die .hemmende 
Einwirkung von überschüssigem Harnstoff auf die Ureasewirkung be 
seitigen, und wenn die Menge des Bestandteiles X gleich gehalten wir. 
liefern die verschiedenen Ureasemengen bei ihrer Fermentwirkunz 
die zu den Ureasemengen genau in gleichem Verhältnis stehenden 
Mengen von Ammoniak. 

4. Die Einwirkung des Zusatzes von stabilem Bestandteil X aul 
die Ureasewirkung ist gleich derjenigen von Glykokollzusatz. 


1) Lörgren, diese Zeitschr. 119, 278, 1921. 
2) Derselbe, ebendaselbst 119, 262, 1921. 
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5. Mit der von mir in der ersten Mitteilung dieser Arbeit voraus- 
sesetzten Hypothese stimmen diese Tatsachen gut überein. 

Herrn Dr. Pincussen danke ich für seine Unterstützung bei meiner 
Arbeit. | | 

Experimenteller Teil. 

Das Soja-urease-práparat, das ich bei dieser Arbeit benutzt habe, 
war am 15. Dezember 1922 mit derselben Methode, die ich in der I. Mit- 
teilung geschrieben habe, hergestellt. Die anderen Untersuchungsmaterialien 
und die Methodik sind ebenso wie bei meiner vorigen Arbeit. 











Versuch |. 
Das benutzte Soja-urease-práparat zeigt folgende Fermentwirkung. 
Tabelle IV. 
| Menge des Menge des 
M d M d 
D | ët | CHE | EE 
DR 
10 | 12 
10 24 
10 36 
10 60 | 
10 120 ' 
10 12 
10 24 
10 36 
10 80 
0 | on 





Gesamtvolumen 5 ccm, Temperatur 35% Reaktionszeit 11, Stunden, 
Puffer: Phosphatgemisch 2 ccm, m/15. 


Versuch 2. 

Zu 1 proz. Ureaselósung wird Na¿HPO,-Lósung so lange hinzugefügt, 
bis die Ureaselösung mit Hilfe der kolorimetrischen Methode op = 7,8 zeigt, 
und das Gemisch wird 3 Tage lang im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. 
Nach Ablauf dieser Zeit wird es auf seine Fermentwirkung geprüft. 








Tabelle V. 

M d M d 
mes | Harnstoffmenge kupes teien Geen 
Kee, Glykokolls Ammoniaks 
eem go |) e | mo 
1 0 — | 0 
1 12 — | 0 
1 | 2 = 0 
1 60 — 0 
1 120 | = I 0 
| 20 — | 0 
1 0 20 | 0 
| 12 20 0 
l 24 | 20 | 0 
l | 60 | 20 Ä 0 
l 120 20 | 0 
1 240 20 | 0 
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Gesamtvolumen 6 ccm, Temperatur 35%, Reaktionszeit 11, Stundx, 
Puffer: 2 ccm Phosphatgemisch. | 
Versuch 3. 


Dieselbe aufbewahrte Ureaselósung, die beim Versuche 2 benmt 
wurde, wird der frisch hergestellten 1 proz. Ureaselósung zugesetzt, wá 
die Fermentwirkung des Gemisches geprüft. 


Tabelle VI. 
Gig iert, Harnstoffmenge Er ee 
(frisch (alte) Ammoniaks 
cem een TI ei mg č 

1 | 24 0,60 

1 | 36 | 058 

1 60 ` 055 

N 120 | 03 

1 240 > 020 

1 24 | 0,60 

1 | 36 0,58 

1 | 60 0,56 

1 120 061 

1 | 240 | 063 





Gesamtvolumen 6 cem, Temperatur 35°, Reaktionszeit 1 Stunk. 
Puffer: 2 cem Phosphatgemisch. 
Versuch 4. 


Gleicher Versuch wie der Versuch 3, aber mit verschiedenen Menga 
der aufbewahrten Lösung, wird ausgeführt. 











Tabelle VII. 
Urcases Menge des 
Wide Waren T entstandenen 
ee ur ccm | mo Leo __ 

1 0 

1 0,1 

1 0,2 

1 0,4 

1 0,6 

1 0,8 

1 1,0 

l Lë 

1 | 1,4 

1 1,6 

1 | 1,8 

1 | 2,0 





Gesamtvolumen 7ccm, Temperatur 37% Reaktionszeit 2 Stunden, 
Puffer: 2ccm Phosphatgemisch. 
Versuch 5. 


Die aufbewahrte Ureaselösung, die ich beim Versuche 2 benutzte, 
wird noch eine Woche lang bei Zimmertemperatur stehen gelassen ud 
dann wie beim Versuche 4 geprüft. 
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Tabelle VIII. 





Ureases | 
lösung 
(frisch) 1 proz. , 

ccm 


Ureaselósung | 








jomi besi bal bei be bei Feel 


Gesamtvolumen 8 ccm, Temperstur 37°, 


(alte) 
_ em | Da 

0 | 240 
05 120 
1.0 240 
15 | 20 
20 — 2% 
2,5 | 240 
3,0 240 


Puffer: 2ccm Phosphatgemisch. 


Versuch 6. 


Harnstofímenge 





Menge des 
entstandenen 
Ammoniaks 
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Reaktionszeit 2 Stunden, 


Die aufbewahrte Ureaselósung wird poi diesem Versuche zuerst in 
folgender Weise behandelt: 


Probe 1. 10 ccm der Lösung werden auf einem Wasserbad abgedampft. 
Der Rückstand wird wieder in 10 ccm Wasser aufgelöst und einmal filtriert. 


Probe 2. Wie Probe 1, aber der Abdampfungsrückstand wird, vor 
Auflösung, 3 Stunden auf 150° erhitzt. 


Probe 3. Wie Probe 2, aber der Rückstand wird bis zur schwachen 


Glühhitze erhitzt. 


Dann werden die Filtrate von drei Proben auf ihre Einwirkung geprüft. 














Tabelle IX. 
nera ı Menge des l 
U lö 
Si des (frisch) eng Harnstoffmenge ER 
— oe dlo mg _ Se ET Ke eg 
Probe 1. 
1 1 ¡20 ¡| 0% 
2. In | 20 | 08 
Probe 2. 
1 1 240 0,24 
2 ] 240 0,41 
Probe 3. 
1 1 240 | 01 
2 1 240 | 0 


Gesamtvolumen 7 ccm, Temperatur 350. 


Puffer: 2 cem Phosphatgemisch. 


Versuch 7. 


Reaktionszeit 2 Stunden, 


Die frisch hergestellte l1proz. Ureaselósung wird wie folgt behandelt 
und auf ihre Fermentwirkung geprüft: 


Probe 1. Die Lösung wird bei Zimmertemperatur aufbewahrt. 
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Probe 2. Die Lósung wird 15 Minuten lang im Wasserbad bei 76 


erhitzt und dann im Wasser bis zur Zimmertemperstur abgekühlt. 


Probe 3. Die Lösung wird 15 Minuten lang im kochenden Wasserbai 
hingestellt und dann wie Probe 2 behandelt. 





Tabelle X. 
| Menge des 
Untersucbungsmaterial entstandenen 


| arnetolimengé Ammoniaks 





,, LA LE l + 


1 
LA ,, LE 2 
1 


bd Fee pad bel ` bel beet bet pó 
KI 
wë 
E) 
KI 
o 
wë 


Gesamtvolumen 7 ccm, Temperatur 37%, Reaktionszeit 11, Stunden. 


Puffer: 2ccm Phosphatgemisch. 


| 


i 


a 
d 


240 


Versuch 8. 


Ein Teil der frisch hergestellten 1proz. Ureaselósung wird 15 Minutes 
lang in kochendes Wasserbad eingestellt, dann abgekühlt und filtriert. 
Das Filtrat, das pa = 5,4 zeigt, wird dem anderen Teil der Lösung (nicht 
erhitzt) zugesetzt, und das Gemisch wird auf die Ferinentwirkung geprüft. 


mM | m | 


058 
0.16 
0 
0,92 
0,27 
0,07 


0,80 

















Tabelle XI. 
Ureaselösung SE ! Menge des 
(inaen, s SC lo ho 8 Harnstoffmenge une 
ea IL Cem 
| | 
1 | 0 | 
1 | 02 | 
1 | OA | 
1 0,6 
o | 
1 | 1,0 
1 | 1,2 | 
1 1,4 | 
1 1,6 
1 1,8 | 
1 2,0 | 240 


? 


Gesamtvolumen 7 ccm, Temperatur 40°, 


Puffer: 2 cem Phosphatgemisch. 


Versuch 9. 


Am dritten "Tage nach der Herstellung wird die beim Versuche $ be- 
nutzte, gekochte Ureaselósung wie folgt behandelt und die Einwirkung 


auf die Ureasewirkung geprüft: 





Reaktionszeit 2 Stunden, 
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Probe A. Der gekochten Ureaselósung wird Na,HPO,-Lósung so 
ge zugesetzt, daß das Gemisch pg = 7,0 zeigt. (Es wird in diesem Falle 
. Zehntel Volumen Na,HPO,-Lösung gebraucht.) 

Probe B. Wie Probe A, aber statt der Na, HPO-Lósung wird dasselbe 
Humen Wasser zugesetzt. (Diese Probe zeigt also pag = 5,2 bis 5,4.) 















= Tabelle XII. 
8 | Menge des 
dr on Probe A Probe B Harnstoffmenge | entstandenen 


mo 
com 






NN TAS 
onen 
(III 


bei bei Eed Send bei ` bei bel Gel bei bel ` bei 


(III 
pra 
a 


Gesamtvolumen 8ccm, Temperatur 40% Reaktionszeit 1 Stunde, 
Puffer: 2ccm Phosphat. 


Versuch 10. . 


Die Proben A und B beim Versuche 9 werden noch 3 Tage lang bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt und dann wie beim vorigen Versuche auf 
ihre Wirkung geprüft. 


Tabelle XIII. 










Menge des 
entstandenen 
mmo 8 


Ureaselösu Probe A 


(1 proz., frisch) Harnstoffmenge 










1 240 
1 0,5 240 0,43 
1 1,0 240 0,60 
1 1,5 240 0,78 
1 2,0 240 0,94 
l 2,5 240 0,99 
1 = 240 0,46 
1 SS 240 0,68 
1 = 240 0,80 
1 Se 240 0,98 
] = 240 1,05 


Gesamtvolumen 8ccm, Temperatur 40°, Reaktionszeit 1 Stunde, 
Puffer: 2 cem Phosphatgemisch. 
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Die gekochte Ureaselósung, die beim Versuche 8 benutzt wurde, en 
2 Wochen lang bei Zimmertemperatur aufbewahrt und dann au ihre Wirkung 


geprüft. 


Versuch 11. | 


| 








Tabelle XIV. 
Ureaselösung | Ureaselösung | Harnstoffmenge| entstundenen 
(1 proz., frisch) (gekocht) Ammoniaks 
eem 4 = com o o mo lo omg o 
1 | 0 240 | 0,2% 
1 0,3 240 | 0,37 
1 0,6 240 0,52 
1 0,9 240 | 0,59 
1 | 1,2 240 0,63 
LI Lë 240 | 087 
1 18 240 ' 074 
l 2.0 240 | 0,85 
1 2,3 240 0,% | 
1 2,6 240 | 107 











Gesamtvolumen: 7,6 ccm, Temperatur 40%, Reaktionszeit 1 Stunt. 
Puffer: 2 ccm Phosphatgemisch.. 


Versuch 12. 


Zu der frisch hergestellten l proz. Ureaselósung werden verschiede 
Mengen Schwefelsäure zugesetzt, und die Ureaselósung wird dann auf dr 
Fermentwirkung geprüft. 


Tabelle XV. o 











SEKR 
V Menge des 
__cem | Mol SEN 
1 — 240 0,24 
1 0,01 210 0,24 
) 0,001 240 0,24 
1 0,000 1 240 0,22 
l 0,000 01 240 0,27 
1 0,000 001 . 240 0,24 
1 0,000 000 1 240 0,24 
1 Zur Kontrolle 240 0,66 
] com von 
gekochter 


Ureaselösung 


Gesamtvolumen 7ccm, Temperatur 40°, Reaktionszeit 1 Stunde 
Puffer: 2ccm Phosphatgemisch. Ä 


Versuch 13. | 


Zu verschiedenen Mengen der frisch hergestellten l proz. Lee ` 
lösung werden die nötigen Mengen derselben, aber gekocht, zugefügt, Y ` 
daß das Totalvolumen des Gemisches gleich ist. Die Gemische werden 
auf die Fermentwirkung geprüft. 






Menge des 


Ureaseló Uresselö 

frisch) ` g (gekocht) £ | Harnstoffmenge enden 

A IM mg 
0 1,5 240 0 
0,5 1,0 240 0,20 
0,75 0,75 240 0,30 
1,00 0,50 240 0,41 
1,25 0,25 240 0,51 
1580 | 0 | 240 0,60 
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Gesamtvolumen 6,5ccm, Temperatur 40% Reaktionszeit 1 Stunde, 


"Mıffer: 2ccm Phosphatgemisch. 





Über die p, des Harns sowie die Ausscheidung des Stickstof: 
bei verschiedener Ernáhrung. 


Von 
Spiro Pesopulos (Athen). 


(Aus der II. medizinischen Universitätsklinik und der biochemischen 
Abteilung des Städtischen Krankenhauses am Urban in Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Mai 1923.) 


Über die Beeinflussung der pa des Harns durch die Nahrung be 
stehen noch kaum Angaben. Neuerdings — meine Arbeit, deren Publ: 
kation sich aus äußeren Gründen hinausgezógert hat, war bereits ab- 
geschlossen — hat Veil!) diese Verhältnisse einer genaueren Unter- 
suchung unterzogen und sehr charakteristische Veränderungen unter 
verschiedenen Verhältnissen festgestellt, die er mit der CO,-Spannung 
im arteriellen Blute verglich. 

Ich habe auf Veranlassung von Herrn Dr. Pincussen nun fest- 
zustellen versucht, wie sich die pg des Harns in der unmittelbar auf 
die Nahrungsaufnahme folgenden Zeit gestaltet. Andererseits hak 
ich auch die Ausscheidung des N in seinen wichtigsten Werten - 
Gesamt-N, NH,-N und Harnstoff — untersucht, um zu sehen, ob hier 
irgendwelche Beziehungen bestehen. Trotz der reichen Harnliteratur 
ist über die Frage, wie sich die verschiedenen Komponenten auf den 
Gesamt-N verteilen, noch keine volle Klarheit erzielt. Wir haben 
eigentlich nur die Versuche von Folin?), der im 24-Stunden-Ham be: 
Fleischdiät 85%, des Gesamt-N in Form von Hamstoff-N, 3% als 
NH,-N fand. Bei eiweißfreier Kost ändern sich die Verhältnisse voll- 
kommen: der Prozentsatz an Harnstoff-N sinkt nach Folin auf 60%. 
während der des NH,-N auf 11% ansteigt. Kurzfristige Versuche. 
wie ich sie ausführte, bestehen bisher nicht. | 

Die Versuche sind zum größten Teil Eigenversuche, zum anderen 
an einer zweiten Person ausgeführt. Sie sind so angestellt, daß nach 
Entleerung des Morgenurins der Harn der darauf folgenden Núchtern- 
periode gesammelt wurde. Darauf wurde die betreffende Nahrung 


1) W. H. Veil, Klin. Wochenschr. 1922, S. 2176. 
2) O. Folin, Amer. Zeitschr. f. Physiol. 8, 45, 1905. 
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>O g) genommen und nun — halbstündlich — der Harn analysiert. 
ach die Zahlen für den Nüchternurin für die N-Komponenten be- 
tehen sich auf eine gleich lange Periode. Die Bestimmung der py 
rfolgte nach dem von Michaelis angegebenen Indikatorverfahren, 
ie Bestimmung des Gesamt-N, des NH,-N sowie des Harnstoff-N 
ait Hilfe der mikrochemischen Methode SCH den Vorschriften von 
Peracussen!). 

Die Veränderungen der pg nach Nahrungsaufnahme sind in 

©} gender Tabelle Se 















Nr. | | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 
Nach 

50 50 g Nach 

Schokolade Eiweiß RE nen HCI 











=: di 50 g 
Zeit F En Fett Zucker 





5,6 6,0 5,5 
5,5 5,6 5,4 
5,4 | 56 | 54 





Es ergibt sich also eine geringe Verschiebung der pa nach der 
alkalischen Seite bei Fett- und Kohlehydratgaben, eine erheblich 
intensivere nach Eiweißaufnahme, die stärkste nach einem gemischten 
Essen, augenscheinlich im Zusammenhang mit der Säureausscheidung 
durch den Magen. Bemerkenswert ist, wie lange Zeit nach der Mahlzeit 
sich diese Erscheinung im Harn zeigt, bei Versuch 7 z. B. erst nach 
21, Stunden, bei Versuch 4 nach 11, Stunden. Es scheint im übrigen, 
daß diese Zeiten schwanken können. Die Einnahme von Salzsäure 
bringt nicht nur keine Erhöhung, sondern im Gegenteil eine Abnahme 
der OH 1. wahrscheinlich infolge der durch sie Ba Sekretions- 

tätigkeit des Magens. 

In den nachfolgenden Tabellen sind die Werte für die N-Aus- 

scheidung in den betreffenden Zeiträumen zusammengestellt. 


Versuch 1 (50 g Fett). 











Zeit | Menge pa | en pa | Semn O Mt Se | EAEN N 
ccm 

Nüchtern . | 35 56 | 0265 0014 0,235 
Nach 30 . | 28 5,6 0,280 0.016 0,240 
60 .} 37 5,8 0,444 0,025 0,392 

90 65 5,6 0,708 0,043 | 0,598 

» 120 .} 40 5,6 0,480 0,039 0,392 

„ 150 . | 32 5,4 0,322 | 0,024 0,305 

„ 18 .' 20 5,4 0,202 0,015; >` 0,190 





1) L. Pincussen, Mikromethodik. Leipzig, Thieme. 
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Versuch 2 (Fett 50 g). 
: TI M | SS NH»N Harnstoff.N 
nm en | MA 
Nüchten ., 28 | 64 | 0,198 0009 | ou 
Nach 20 . | 37 5,4 0,230 0,011 0,135 
, o .! e 5,5 0,340 0,0125 | 0.206 
, 90. s 5,6 0355 | 0014 | 025 
„ 10 .| 58 5,7 | 0,245 | 0,009 0,148 
„ 160 . | 38 5,6 | oam i 0,008 0,153 
180 .| 28 55 | 010 | 0,006 0.092 
Versuch 3 (Zucker). 

E | Meny | Py E SC | nn | Ha EN 
Nüchtern . 35 | 54 ` 0380 ous | 0m 
Nach 300. 30 | 56 0,385 0022 0.294 

2.60 ., | 56 0,546 0,013. 0,382 

„ DM. 65 | 56 0635 008 | 0.335 

„ 120 . 45 ¡ 54 | 082 0,026 0.365 

150 .; 40 54 | 0,392 0,030 | 0350 

, 180 . 30 55 | 0,362 0,023 0,335 
Versuch 4 (Schokolade). 

CAE Menge Déi an i| ke Ñ NHN |  HamsofN Harnstoff 
ES 
Nüchten . | 32 | 5,5 0165 | 0005 | oam 
Nach 30 .: 2 5,5 0,230 | 0,0071 | 0m 
, o. 58 | 5,5 0,335 0,0075 | 0,180 
„90 107 ' 59 0,360 0,005 | 0,145 
„ 120 106 56 | 0,560 0,008 0,220 
„ 150 Cc MBA 0,510 0,008 0.165 
„ 180 36 54 0,280 0,006 | 0,145 
Versuch 5 an 

Dei Menge | Pu ` GesamtsN NHach | Harnstofi.N 
a A T. E A. A: O mu 
Nüchtern . | 40 | 55 0330 | 0013 | 0,280 
Nach 30 . i 28 5,4 0,265 ¡ 0,009 0,174 

n 60 .' 66 5,7 0,280 ` 0,010 | 0,190 
» 9% i 58 58 0,220 | 0,008 | 0.165 
„10 . 27 5,5 0,190 0,008 | 0,132 
„10 L.T 2 5,4 0,210 0,009 0,135 
180. 25 54 | 022 008 |" 0m 
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Versuch 6 (Eiweiß). 











Zeit | Menge | Ph GesamtsN N Hz N es 
IA aD SE A SI A N E 
üchtern . | 40 | 56 0,593 0,022, 0,505 
ach 30' . 30 | 58 0,412 0,019, 0,363 
n 60 .( 4 | 54 0,565 0,029, 0,443 

90 IT 33 5,6 0,295 0,021, 0,277 
„ 120 | 25 6,0 0,209 0,011, 0,167 
” 150 25 5,6 - 0,258 0,018, 0,210 
"wen || % | 56 0,545 0,018, 0,348 


Versuch Y (2 cem normal HCl). 


A O a ee | g g 


























Tüchtern . ı 34 B4 | 0342 | 008, 0,323 
lach 30" ., 18 5,6 0,242 | 0,013, 0,196 
60. 76 5,7 0,795 0,036, 0,608 
m. 45 5,8 0,503 ` 0033, 0,442 
” 12% ` 25 58 ` 0258 0,918, 0,182 
” 150 . 50 5,8 0,70 ' 0,036, 0,322 
„ 180 . 35 5,6 0,478 0030, | 0,263 


Was nun das Verhältnis der einzelnen Komponenten des N betrifft, 
30 ist zunächst die Angabe von Folin zu bestätigen, daß auch für diese 
Fraktionen das Verhältnis von N H, sowie von Harnstoff zum Gesamt-N 
Abhängigkeiten von der Ernährung aufweist. Bei Eiweißnahrung finde 
ich ebenso wie Folin, daß der NH,-N ungefähr 3% des Gesamt-N 
beträgt mit Steigerung bis etwa 5%. Überhaupt zeigen sowohl relativ 
wie absolut die Versuche an den verschiedenen Personen gewisse, regel- ` 
mäßig wiederkehrende Unterschiede. Bei Zuckernahrung ist über- 
einstimmend mit den genannten Angaben der NH,-N vermehrt: 
meine Zahlen ergeben im Durchschnitt jedoch nur 6% des Gesamt-N, 
für Fett liegen die Werte jedoch noch etwas niedriger und nähern 
sich denen für Eiweiß. Es ist natürlich möglich, daß in den weiteren 
Stunden, die hier nicht untersucht wurden, die Werte sich noch ver- 
schieben. Die Harnstoffwerte betragen bei Fettnahrung 75 bis 80% 
des Gesamt-N, ähnlich bei Eiweißernährung, wo sie in einem Versuche 
freilich bis 60%, heruntergehen. Entsprechend den Folinschen An- 
gaben ist der geringe Prozentsatz des Harnstoffs in den Zuckerversuchen, 
besonders in dem ‚Schokolade‘ versuch. Die hohen Werte bei Fett- 
nahrung harmonieren mit den Ergebnissen von Folin nicht. 

Ganz allgemein genommen, steigen die Kurven für die Aus- 
scheidung der verschiedenen Komponenten für stickstofffreie Nahrung — 
Zucker und Fett — mehr oder weniger hoch an, um dann wieder ab- 
zufallen. Bei Eiweißnahrung sehen wir zuerst einen Abfall, dem dann 
eine mäßige Erhöhung folgt, darauf einen zweiten Abfall. Der Einfluß 
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des Eiweißes auf die Ausscheidung manifestiert sich also erst nac 
längerer Zeit, während bis dahin der Organismus gewissermaßer 
„hungert‘“. Ganz abweichende und in ihren Einzelheiten nicht deuttar 
Werte ergibt der Salzsäureversuch, bei welchem zwei scharfe Maxim 
und drei Minima zu beobachten sind. Ein Parallelgehen der versche 
denen Ausscheidungskurven sehen wir am schönsten bei den Fer 
versuchen, es folgen die Eiweißversuche, während bei den Zucke. 
versuchen starke Divergenzen zu beobachten sind. Was endlich e 
pu-Werte in ihrem Verhältnis zur Ausscheidung der Stickstoffkom» 
nenten anbetrifft, so finden wir eine diesen sehr ähnliche Kurve !- 
den Fettversuchen, dagegen bei einem Eiweißversuch (5) einen durcha:: 
gegensinnig verlaufenden Gang, während in den anderen Fällen weni= 
charakteristische Verhältnisse zu beobachten sind, auch bei den Zucks 
versuchen. Zu bemerken ist die auffallende Unabhängigkeit de 
Dua-Kurve von der wechselvollen Ausscheidung der N-Verbinduns 
beim Salzsáureversuch. Mit der NH,-Ausscheidung steht die pu weds 
hier noch in den anderen Versuchen in einem regelrechten Verhältn 
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1. Historischer Überblick. 


Da die schweizerische Kropfkommission sich seit einiger Zeit 
mit der Kropfprophylaxe durch Verabreichung sehr kleiner Jodmengen 
befaßt, wurde mir vom Direktor des schweizerischen Gesundheits- 
amtes, Herrn Dr. Carrière, Präsident der schweizerischen Kropf- 
kommission, die Aufgabe zuteil, Untersuchungen über die Bestimmung 
kleinster Jodmengen und über das Vorkommen von Jod speziell in 
Nahrungsmitteln verschiedener schweizerischer Gegenden, aber auch 
in anderen Naturprodukten vorzunehmen. 

Bereits vor 60 bis 70 Jahren ist von dem Franzosen Ad. Chatin!) die 
Behauptung aufgestellt worden, endemischer Kropf und Kretinismus 


ließen sich verhüten durch konstante Verabreichung sehr kleiner Jod- 


mengen. Es lohnt sich, auf die wichtigen Arbeiten dieses Forschers hier 
etwas näher einzugehen. 





1) Compt. rend. 30, 352, 31, 280, 1850; 82, 669, 88, 529, 584, 1851; 
84, 14, 51, 409, 85, 127, 1852; 86, 652, 87, 723, 934, 1853; 88, 83, 89, 1083, 
1854; 46, 400, 1858; 50, 420, 1860; 82, 128, 1876. 
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Chatin wies Spuren von Jod so ziemlich in allen Naturprodukten 
nach. 1850 fand er es in beträchtlichen Mengen in der Brunnenkresse und 
anderen Wasserpflanzen, welche gegen Skrophulose, Tuberkulose und 
endemischen Kropf seit langem im Gebrauch waren. In geringeren Mengen 
war es in Landpflanzen nachzuweisen. Das Jod soll nicht in den Geweben 
gebunden, sondern frei im Zellsaft als Alkalijodid gelöst sein. Der Jod- 
gehalt soll nicht von der Natur, sondern nur vom Standort der Pflanzen 
abhängen. Pflanzen aus allen fünf Erdteilen erwiesen sich als jodhaltiz. 
Auch die fossilen Pflanzenreste, besonders Steinkohle und Graphit, aber 
auch Torf und in geringem Maße Lignit sind jodhaltig. Das Vorkommen 
in Meeresorganismen war bereits bekannt. 

Wie in den Pflanzen, so wurde auch in allen Tieren Jod gefunden. 
und zwar wieder mehr in den Süßwasser- als in den Landtieren. 

Nahezu jedes natürliche Wasser enthält Jod. Von ungefähr 400 unter- 
suchten Fluß-, Brunnen- und Soodwässern wurde nur in 7°, kein Jod 
gefunden. Wásser aus eisenhaltigem Gestein zeigten sich als besonder 
jodreich, harte, viel Kalk und Magnesia enthaltende Wässer verlieren ihr 
Jod schnell. Durch Gletscher gespeiste Flüsse sind sehr jodarm. Die Flüsse 
sind meist jodreicher als die Quellwässer. 

Auch in den vergorenen Getränken ist Jod vorhanden, und zwar wechselt 
der Gehalt der Weine je nach der Provenienz. Bei der Milch erwies sich 
der Jodgehalt als umgekehrt proportional der Sekretionsmenge Auch 
Eier sind recht jodreich. Der Gehalt der Ackererde schwankt je nach der 
geologischen Formation. 

Verschiedene Umstände führten Chatin zur Überzeugung, daß auch 
in der Luft Jod vorhanden sein müsse, so das langsame Verschwinden de: 
Jods in den meisten Wässern, seine sofortige Verflüchtigung beim Kochen 
und seine Gegenwart im Destillat, sein schnelles Verschwinden in harten 
Wässern, auch wenn diese aus sehr jodreicher Erde stammen, ferner die 
Gegenwart von Jod im Regenwasser. 

Das in der Atmosphäre enthaltene Jod ließ sich denn auch durch 
Absorption mit verdünnter Pottaschelösung gewinnen und nachweisen. 
In 4cbm Luft von Paris wurden !/,o mg Jod gefunden. Wenn man 
annimmt, daß die täglich von einem Menschen veratmete Luft 8cbm 
beträgt, so würde ein Einwohner von Paris täglich Lien mg Jod einatmen. 
Davon sollen %, resorbiert und Lo wieder ausgeatmet werden. Dieselbe 
Menge soll etwa in 2 Liter mittelmäßig jodierten Wassers vorhanden sein. 
Der Jodgehalt der Luft wird indessen beeinflußt durch die Temperatur. 
den Feuchtigkeitsgehalt der Luft, die Tages- und Jahreszeit, die herr- 
schenden Winde, Regenhäufigkeit, Stürme, die Orientation des Landes 
und vielleicht durch den Jodgehalt der Erde und der Wässer, durch die 
Richtung und Enge der Täler, die Höhenlage, die Nachbarschaft des Meere: 
oder großer Süßwasserflächen u. a. m. 

Der Jodgehalt des Regenwassers betrug in Paris Y, bis */, mg in 
10 Litern. Bei andauerndem Regen nimmt der Gehalt stark ab. 

Chatin führte eingehende Untersuchungen von Luft und Wässern an 
sehr verschiedenen Orten aus. Beim Aufsteigen in die Täler der Pyrenäen 
und Alpen wurde im allgemeinen mit zunehmender Höhenlage stets weniger 
Jod gefunden. Hand in Hand mit dieser Abnahme traten Kropf und Kreti- 
nismus auf. Chatin schloß daraus auf einen ursächlichen Zusammenhang 
zwischen dem endemischen Kropf und dem Mangel an Jod in der Natur. 
Daneben erkennt er auch den allgemeinen hygienischen Bedingungen 
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einen gewissen Einfluß zu. Er unterscheidet zwischen speziellen und all- 
gemeinen Ursachen der Endemie und sieht als spezielle Ursache die zu 
geringe Menge aufgenommenen Jodes an. Dazu kommen als allgemeine 
oder akzessorische Ursachen feuchte und eingesteckte Luft, niedere, enge, 
geschlossene, schlecht situierte Wohnungen, Mangel an Licht und an 
Winden, die dann feucht sind und kein Jod führen, die äußere Gestaltung 
der Berge, die sich mit den erwähnten Umständen verbindet, eine un- 
genügende Nahrung, schmutzige Kleider, die die Hauttätigkeit erschweren, 
sauerstofffreies Wasser, ferner der Einfluß des Alters, Geschlechts, Tempere- 
ments, erbliche Veranlagung, gewisse Beschäftigungen und Gewohnheiten, 
wie das Tragen schwerer Lasten auf dem Kopfe. 
Chatin unterscheidet 4 Zonen der Kropfhäufigkeit: 


1. Zone, normal (Paris). Kropf und Kretinismus unbekannt. Das 
von einem Menschen in 24 Stunden veratmete Luftquantum (7 bis 8 cbm 
nach Dumas), die getrunkene Wassermenge, die aufgenommene Nahrung 
enthalten je !/,oo bis 1/29 mg Jod. 

2. Zone (Soissonnais). Kropf selten, Kretinismus unbekannt. Unter- 
scheidet sich von der 1. Zone nur durch hartes, jodfreies Wasser. 

3. Zone (Lyon und Turin). Kropf mehr oder weniger häufig, Kreti- 
nismus nahezu unbekannt. Die Jodmenge ist auf 1/500 bis 1/1000 mg zurück- 
gegangen. 

4. Zone (Alpentäler). Kropf und Kretinismus endemisch. Die in Luft, 
Wasser und Nahrung aufgenommene Jodmenge ist höchstens !/,,00 mg. 

Chatin empfiehlt zur Bekämpfung bzw. Verhütung des Kropfes Sammeln 
von Regenwasser, dem zur Vermeidung des Jodverlustes Spuren von Pott- 
asche zuzusetzen sind oder geeignete Auswahl jodhaltiger Quellen, ferner 
Bezug von Nahrungsmitteln aus kropffreien Gegenden, Gebrauch von 
Wein, von Brunnenkresse aus guten, fließenden Wässern, gute tierische 
Kost, Eier und schließlich Konsum jodierten Salzes, welches bereits durch 
Boussingault und Jules Grange angegeben worden war. 

Über den Kreislauf des Jods scheint sich Chatin ungefähr folgende 
Vorstellung zu machen. Aus den meisten Süßwässern, wie auch aus dem 
Meer entweichen fortdauernd kleine Mengen Jods, offenbar in elementarer 
Form, und gehen in die Atmosphäre über. Ebenso wird das Jod der ver- 
wesenden Pflanzen und Tiere in Freiheit gesetzt und gelangt ebenfalls 
in die Luft. Durch die atmosphärischen Niederschläge wird das Jod aus- 
gewaschen und kommt wieder zur Erde zurück, wo ein Teil in den Boden 
und von da in die Pflanzen und Tiere, ein anderer Teil in die Wässer gelangt. 
Die Wässer erhalten einen Teil ihres Jods außerdem aus den Gesteinen, 
welche sie durchfließen. 

Die Arbeiten Chatins wurden im Jahre 1852 durch eine von der Académie 
des Sciences de Paris eingesetzte Kommission, bestehend aus den Herren 

Thénard, Magendie, Dumas, Gaudichaud, Elie de Beaumont, Pouillet, 
Régnault und Bussy als Berichterstatter, nachgeprüft. 

Die Kommission hat sich recht eingehend mit Chatins Arbeiten befaßt. 
Immerhin konnte sich die eigentliche Nachprüfung nur auf verhältnis- 
mäßig wenige Produkte erstrecken. Die Kommission prüfte Fische, Seine- 
‚wasser, verschiedene Pflanzen aus der Umgegend von Paris, Holzasche, 
Regenwasser. In allen Fällen konnte sie in Übereinstimmung mit Chatin 
Jod nachweisen. Sie ist überzeugt, daß die allgemeine Verbreitung des 
Jods in der Natur, wie Chatin sie aufgefunden hat, zu Recht besteht. 
Chatins Theorie über den Zusammenhang zwischen Jodarmut und dem 
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Auftreten des endemischen Kropfes wird hingegen nicht anerkannt. Di: 
Tatsachen, auf die Chatin sich stützt, erscheinen der Kommission noch zu 
wenig zahlreich und nicht überzeugend genug, um jetzt schon in dieser 
Frage zu entscheiden. 

Wenn man sich die enorm kleinen Mengen vergegenwärtigt, in denen 
Jod in der Atmosphäre vorkommt, die Unsicherheit darüber, in welcher 
Form es darin vorhanden ist und über die Verbindungen, denen es angehör.. 
so erscheint es der Kommission zweifelhaft, ob Jod in diesen Mengen wirklic: 
den Einfluß auf Kropf und Kretinismus ausüben könne, den Chatin ihr: 
zuschreibt. 

Ferner ist Jod flüchtig und kann durch gewisse Körper ganz oder 
teilweise in Freiheit gesetzt werden, was seine genaue Bestimmung auße:- 
ordentlich erschwert, wenigstens unter den Bedingungen, unter den: 
Chatin arbeitet. 

Man hat deshalb allen Grund, sehr vorsichtig zu sein in den Schlul- 
folgerungen, die man aus den vergleichenden Analysen der Luft, der Wäss: 
und der Nahrungsmittel zieht, um daraus die Jodmenge zu berechnen. 
die durch den Menschen aufgenommen werden soll?). 

Ein ähnliches Urteil fällt dieselbe Kommission über Arbeiten ven 
Marchand über den Jodgehalt von Wássern. Auch Marchand zog — ob duri 
Chatin beeinflußt oder nicht, mag dahingestellt bleiben — aus seinen Unter 
suchungen den Schluß, daß der endemische Kropf und Kretinismus vor. 
Jodmangel der Trinkwässer herrühre. 

Obschon also die genannte Kommission die qualitativen Ergebnis 
von Chatins Arbeiten voll anerkennt und nur an der Richtigkeit. der quant- 
tativen Bestimmungen und der Schlußfolgerungen betreffend Kropf und 
Kretinismus zweifelt, so hat es doch nicht an Chemikern gefehlt, welch: 
überhaupt in den genannten Produkten kein Jod auffinden konnten uni 
die Angaben Chatins ganz allgemein als unrichtig abwiesen. Teils glaubteu 
sie, Chatin sei durch die Verwendung jodhaltiger Pottasche getäusch: 
worden, obschon Chatin ausdrücklich darauf aufmerksam macht, daß al» 
Pottasche des Handels jodhaltig sei und den Weg zu ihrer Reinigung angibt. 
Andere Gegner bezweifelten die Richtigkeit der Endreaktion. Uns inter- 
essiert speziell eine Dissertation von Nadler aus Zürich vom Jahre 1861. 
die sich mit schweizerischen Verhältnissen befaßt. 

Bevor wir darauf eingehen, wollen wir die Untersuchungsmetlod 
Chatins, wie er sie im Jahre 1876 nochmals zusammenfassend ‚angegeben 
hat, kurz beschreiben. Ein eingehendes Referat darüber findet sich in drr 
Zeitschrift für analytische Chemie vom selben Jahre ?). 

Als Reagenzien kommen Kaliumcarbonat, destilliertes Wasser und 
Alkohol in Betracht. Das Kaliumcarbonat wird, um es jodfrei zu erhalten. 
aus mehrfach umkristallisiertem Kaliumbicarbonat oder mehrfach um: 

kristallisiertem Weinstein bereitet. Die letzten Spuren Jods lassen sich 


1) Dieses Urteil ist sehr wohl zu begreifen zu einer Zeit, da man den 
Jodgehalt der Schilddrüse noch nicht kannte und daher nicht verstehen 
konnte, daß für den Stoffwechsel dieses Organs die Einnahme sehr kleiner 
Jodmengen unbedingt notwendig ist. Es ist übrigens merkwürdig, da) 
Chatin bei seinen so außerordentlich umfangreichen Untersuchungen den 
Jodgehalt der Schilddrüse nicht entdeckt hat, da er doch dem Jodmangel 
ihre Erkrankung zuschrieb. 

2) Siehe genannte Zeitschr. 15, 458, 1876. 
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durch Waschen mit Alkohol entfernen. Das destillierte Wasser und der 
Alkohol werden durch Destillation über etwas Pottasche vom Jod befreit. 
Zur Untersuchung eines Fluß- oder Trinkwassers versetzt man dieses 
mit überschüssigem Kaliumcarbonat, dampft teilweise ein und entfernt 
die wzusgeschiedenen Calcium- und Magnesiumsalze durch Dekantieren. 
Dann dampft man sorgfältig ein und glüht schwach, um die organische 
Substanz zu zerstören. Je mehr organische Substanz da ist, desto größer 
muß der Überschuß an Kaliumcarbonat sein. Ist genügend davon an- 
gewendet worden, so wird der Rückstand beim nunmehrigen Verreiben 
mit 90 proz. Alkohol teigig durch Aufnahme des im Alkohol enthaltenen 
Wassers. War der Überschuß zu klein, so ist ein Verlust an Jod sicher 
eingetreten. Der Glührückstand wird mehrmals, in der Regel dreimal, 
mit Alkohol ausgezogen, die Alkohollösung nach Zusatz derselben Menge 
destillierten Wassers in einer Platinschale verdampft und wieder schwach 
geglüht. Der Rückstand darf kaum wahrnehmbar sein, sonst wird er wieder 
in derselben Weise mit Alkohol ausgezogen. Der Rückstand wird nun in 
l bis 2 Tropfen Wasser gelöst, welche man mit einem Glasstäbchen auf 
dern Boden der Schale hin und her bewegt, um alles Jodid zu lösen. Dann 
teilt man die Flüssigkeit mit dem Glasstábchen in 3 bis 4 Teile, die man 
auf Porzellanschälchen verteilt. Zu dem einen fügt man Palladiumchlorür, 
welches mit Jodid schwarzes Palladiumjodid bildet; diedrei anderen Tropfen 
versetzt man mit etwas frisch bereitetem Stärkekleister, setzt zum ersten 
Salpetersäure, zum zweiten käufliche Schwefelsäure, zum dritten Chlor- 
wasser und, wenn man noch einen vierten Tropfen zur Verfügung hat, 
Eisenchlorid. Blaufärbung dieser Proben zeigt Jod an. Dazu ist zu bemerken, 
daß die Reaktionen mit Salpetersäure und mit Chlorwasser, im Falle des 
Versagens, unsicher sind, da ein Überschuß dieser Reagenzien die Jodwasser- 
stoffsäure zu Jodsäure oxydiert. 

Der Nachweis in Ackererde, in Metallen, in Schwefel usw. wird ge- 
führt, indem man die fein pulverisierten Körper mit siedender Pottasche- 
lösung auszieht und die erhaltene Flüssigkeit wie oben angegeben behandelt. 

Salzhaltiges Wasser (Meerwasser usw.) sowie Chlor und salpetersäure- 
haltige Wässer werden mit Eisenchlorid versetzt, zu drei Viertel abdestilliert, 
das Destillat in einer etwas Pottasche enthaltenden Vorlage aufgefangen 
und weiter verarbeitet, wie oben angegeben. 

Der: Sicherheit halber ist es gut, gleichzeitig einen Parallelversuch 
mit den Reagenzien allein vorzunehmen. 

Pflanzliches und tierisches Material wird unter Pottaschezusatz ver- 
ascht und die Asche wie oben verarbeitet. 

Nadler glaubt mit Unrecht, daß nach Chatin Irrtümer durch Anwesen- 
heit von Rhodanverbindungen entstehen könnten, die beim Vermischen 
mit Untersalpetersäure oder Chlorwasser durch Bildung von Pseudoschwefel- 
cyan zwiebelrote bis rosenrote bis bläuliche Färbungen geben sollen, die 
für die Jodreaktion gehalten werden könnten. Er versetzt daher die auf 
wenige Kubikzentimeter konzentrierte Lösung mit etwas Salzsäure und mit 
Eisenchlorid oder gasförmiger Untersalpetersäure, bedeckt das Gläschen 
mit einem mit Stärkekleister bestrichenen Papier und erwärmt. Bei An- 
wesenheit von 0,005 bis 0,008 mg Jod tritt eine Blaufärbung des Stärke- 
kleisters ein. Diese Reaktion ist bedeutend weniger empfindlich als die 
von Chatin angegebenen Reaktionen. Dazu kommt der Umstand, daß 
Nadler für seine Untersuchungen in Zürich viel jodärmere Produkte zur 
Verfügung hatte als Chatin in Paris. Er fand denn auch kein Jod in 4 bis 
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10 com Luft, ebensowenig in 50 Liter Brunnen- oder Seewasser. Auch be: 
Wasserpflanzen, 2 kg Potamogeton crispus, zweimal bei l kg Nasturtium 
officinale (Brunnenkresse) aus dem Zúricher See, ferner in Brot, in 6 Liter 
Kuhmilch, 3 Liter Ziegenmilch, 50 und 20 Eiern suchte er vergebens nac; 
Jod. Einmal wurde bei Verarbeitung von 18 Eiern eine schwache Reaktions 
erhalten, die Nadler so deutet, daß die Hühner etwas Jodhaltiges verschluck: 
haben sollen. Er erwähnt unter anderem auch, daß Macadam 36 Tonne: 
Schneewasser verarbeitet habe, ohne Jod darin nachweisen zu können. 

Für die Luftuntersuchungen hat Nadler entschieden viel zu wen: 
Material verwendet. Bei den anderen Produkten dürfte er ziemlich nal- 
an die untere Grenze der Nachweisbarkeit gekommen sein, ohne sie, a- 
gesehen von der Untersuchung der 18 Eier, ganz zu erreichen. Unser 
Erachtens hätte er wenigstens bei Nasturtium auch mit seiner wenig empfin:- 
lichen Methode zu einem positiven Ergebnis gelangen sollen. Er hat der- 
nach jedenfalls noch andere Fehler begangen, aller Voraussicht nach bei 
Veraschen. 

Diese negativen Ergebnisse, die verschiedene Chemiker hatten, zeige: 
wie groß die Schwierigkeiten bei der Jodbestimmung sind. Sie waren au:: 
der Grund, daß Chatins Arbeiten allmählich in Mißkredit und schließlic 
in Vergessenheit gerieten. Selbstverständlich können aber negativ- 
Resultate, die von ungeschicktem Arbeiten herrühren, nicht als sichern: ` 
Gegenbeweis gegen positive Ergebnisse dienen. Ich selbst habe auch b 
meinem ersten Versuche, ohne noch die Vorschrift Chatins zu kennen, dei 
ich übrigens niemals genau gefolgt bin, in 80 kg Gras kein Jod nachweis:. 
können, während mir später die Bestimmung mit 200 g gelang. 

Die vielen Forscher, welche sich mit der Bestimmung des organische" 
Jods in pflanzlichem und tierischem Material beschäftigten, verfuhr: 
alle ungefähr nach demselben Prinzip. Man verbrennt stets unter Zusat: 
irgend eines basischen Stoffes mit oder ohne Oxydationsmittel, laugt au. 
neutralisiert nahezu, entfernt, wenn man von viel Material ausging. £ 
der Regel die Hauptmenge der Salze durch Eindampfen und Auszieher 
mit Alkohol und bestimmt das Jod entweder kolorimetrisch nach Extras 
tion mit Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff, Schwefelkohlenstoff ode 
einem anderen geeigneten organischen Lösungsmittel, oder man titriert ë 
mit Thiosulfatlösung. Bei größeren Mengen kann die Titration direkt ot 
der Chloroformlösung vorgenommen werden, bei kleineren oxydiert ma 
das Jod oder das Jodid mit Hilfe von Chlor oder Permanganat zu Jodsáur 
und läßt diese auf Alkalijodid einwirken, wobei jedes Molekül Jodsäur 
durch korrelative Oxydation und Reduktion 6 Moleküle Jod in Freiheit 
setzt, die dann titriert werden können. 

Das kolorimetrische Verfahren wurde zuerst von Rabourdin im Jahr 
1850 angegeben. 

Von neueren Untersuchungen pflanzlicher und tierischer Materialien 
mögen die Ergebnisse von P. Bourcet!) erwähnt werden. Er untersucht 
26 verschiedene Meerfische und andere Meerestiere und fand im Kilogramm 
Jodmengen von 0,2 bis 2 mg. Besonders interessant sind auch seine Unter- 
suchungen von Pflanzen. Er analysierte 28 Pflanzen aus neun verschiedene 
Familien, die alle auf demselben Boden gewachsen waren, in reifem Zu 
stand auf Jod?). Der Jodgehalt des Bodens betrug 0,83 mg pro Kilogramm. 


1) Compt. rend. 128, 1120— 1122. 
2) Ebendaselbst 129, 768-770. 
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Bo-rercet fand bei Solaneen 0 bis 0,07 mg Jod, bei Cucurbitaceen 0 bis 0,017, 
bei Cruciferen 0 bis 0,24, bei Chenopodien 0,021 bis 0,38, bei Leguminosen 
0,013 bis 0,32, bei Liliaceen 0,12 bis 0,94, bei Polygoneen 0,047, bei Um- 
belliferen 0 bis 0,14, bei Synantheren 0 bis 0,096 mg. 

Unter denselben Bedingungen nehmen gewisse Pflanzen viel Jod auf, 
andere keine Spur. Verschiedene Familien, z. B. Chenopodien und Liliaceen 
absorbieren viel mehr Jod als etwa die Solaneen und Umbelliferen. Chatins 
Ansicht, der Jodgehalt der Pflanzen hänge nur vom Standort ab, ist somit 
in dieser Allgemeinheit nicht richtig. 

Winterstein!) untersuchte ebenfalls Pflanzen auf Jod. Er ist der An- 
sicht, Jod trete in vegetabilischem Material nur zufällig auf. Von 30 unter- 
suchten Phanerogamen fand er nur in fünf Fällen Jod in Mengen von 
Tausendstel Prozenten, nämlich in Beta vulgaris, Solanum tuberosum, 
Apium graveolens, Lactuca sativa und Daucus carota. Bourcet hatte in 
Solanum tuberosum und in Daucus carota kein Jod nachweisen kónnen. 
Daß Winterstein in so vielen Fällen kein Jod fand, rührt weniger vom 
angewendeten Verfahren her, als von der geringen Menge des angewendeten 
Materials. Meist verarbeitete er nur 10 g, höchstens aber 50 g lufttrockenes 
Material. 

Daß Seetang sehr jodreich ist, ist altbekannt. J. Hendrik?) fand bei 
Laminaria digitata in den Stengeln 0,094, in den Blättern 0,084 %, bei 
Laminaria stenophylla in den Stengeln 0,061, in den Blättern 0,064 %, bei 
Fucus vesiculosus 0,010, bei Fucus nodosus 0,026 und bei Fucus serratus 
0,013% Jod. Das sind also 100 bis 940 mg pro Kilogramm. O. Loew?) 
macht darauf aufmerksam, daß Kropf und Kretinismus in Japan, wo viel 
jodhaltige Algen gegessen werden, unbekannt sei und empfiehlt, diese 
Algen auch bei uns als Gemüse einzuführen. 

Untersuchungen über den Zustand, in dem das Jod in der Luft vor- 
kommt, verdanken wir A. Gauthier*). Er prüfte die Luft von verschiedenen 
Lokalitáten, Stadt-, Wald-, Gebirgs- und Meeresluft. Er filtrierte sie durch 
Glaswolle und ließ sie dann durch Kalilauge streichen. Die Glaswolle wurde 
nachher ausgewaschen und der gelöste und der ungelöste Anteil für sich 
untersucht. Durch die Glaswolle sollte Jod in organisierter Form, als 
Algen, Sporen und andere Mikroorganismen im unlöslichen Anteil und 
allfällige Alkali- und Erdalkalijodide im löslichen Teil zurückgehalten 
werden; die Kalilauge sollte das gasförmige Jod, also das freie und das als 
Jodwasserstoffsäure gebundene aufnehmen. A. Gauthier konnte in keinem 
Felle flüchtiges Jod nachweisen, ebensowenig wasserlósliche Jodide. Hin- 
gegen fand er Jod in fester, wasserunlöslicher Form, und zwar bedeutend 
mehr in der Meeresluft (0,0167 mg pro Kubikmeter) als in derjenigen von 
Paris (0,00135 mg pro Kubikmeter). In der Berg- und Waldesluft fehlte 
das Jod auch in dieser Form. 

Diese Untersuchungen sind ohne Zweifel sehr genau durchgeführt 
worden, was die Versuchsanordnung, die sorgfältige, langsame Absorption 
und die Vorsichtsmaßregeln bei der kolorimetrischen Bestimmung an- 
betrifft. Hingegen muß betont werden, daß sie mit zu geringen Mengen 
ausgeführt worden sind, um die Frage nach dem Vorkommen flüchtigen 


1) Zeitschr. f. phys. Chem. 41, 54—58, 1919. 
2) C.2, 355, 1916. 

3) C. 1, 385, 1919. 

t) Compt. rend. 128, 643, 1899. 
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Jods in der Atmosphäre endgültig zu entscheiden. A. Gauthier verwendete 
nur 3,84 com Luft von Paris, 0,28 com Waldluft, 0,185 com Bergluft und 
0,33 com Meeresluft. Er nimmt an, daß das Jod der Atmosphäre nur in 
Form von Mikroorganismen im Staub vorhanden sei. Diese Mikroorganismen 
sollen vom Meere her stammen und durch Verstäuben des Meerwassers ir 
die Luft gelangen. 

Mit diesen Untersuchungen läßt sich die Annahme Chatins, der 
menschliche Organismus könne sich das bei der Atmung aus der Luft auf- 
genommene Jod zunutze machen, schwer in Einklang bringen. 

A.@Gauthier!) ging nun dazu über, Meerwasser zu untersuchen, vorers: 
Oberfláchenwasser aus dem Atlantischen Ozean. Er filtrierte das Wasser 
durch Porzellan. Im Filtrat war kein Jod als Jodid nachzuweisen, wohl 
aber welches in organischer, wasserlöslicher, aber alkoholunlöslicher Form. 
Wurde das Meerwasser bis zur Kristallisation eingedampft und dann nu: 
Alkohol gefällt, so ging kein Jod in die alkoholische Lösung. 

Auf dem Porzellanfilter blieb eine schleimige Masse, das Planktor. 
in welchem sich Organismen in reicher Menge nachweisen ließen, besonder 
Diatomeen. Dieser Rückstand, der kaum 0,01 g wog, enthielt 0,52 me 
Jod. Diese Mikroorganismen erwiesen sich also als außerordentlich jod- 
reich. Die Hauptmenge des Jods, 1,8 mg pro Liter, war aber im Filtrat 
in organischer Bindung. 

Also auch im Meer war nur organisch gebundenes Jod nachzuweisen, 
wie in der Luft. 

A. Gauthier untersuchte nun Meerwasser vom Mittelmeer aus ver- 
schiedenen Tiefen, indem er sich fragte, ob in großen Tiefen, in welche 
das Tageslicht kaum mehr hinunterdringt und wo das Wachstum de: 
Planktons aufhört, die Verhältnisse vielleicht anders liegen möchten. Das 
war auch wirklich der Fall. A. Gauthier hatte Wasser von 880 und 980 m 
Tiefe zur Verfügung. Die Menge des gelösten organischen Jods war in 
der Tiefe zwar ähnlich wie an der Oberfläche, hingegen nahm das Jod in 
organisierter Form sehr ab und das anorganisch gebundene war dafür 
stark vermehrt. 

Folgende Zahlen zeigen dies. Sie geben den Gehalt an Jod in Mili- 


gramm pro Liter an. 


nn Auf dem Ka 
MESAS löslich 7 |Anorgnisc een" engel SE 











Meereswasser von der Oberfläche | 0,286 0 j 2,246 
i aus 880m Tiefe . , 0100 2130 | 0,150 jj 2,380 
$ „ 980m , . ¡ 0,065 1,890 | 0,305 || 2,260 


Das sind alles außerordentlich hohe Werte gegenüber dem, was andere 
Forscher gefunden haben. 

Später ?) wiederholte A. Gauthier die Untersuchungen von Wasser aus 
dem Mittelmeer und dem Atlantischen Ozean in langen Zeiträumen zwischen 
1899 und 1909, indem er Proben bis zu 4000 m Tiefe verarbeitete. Er fand 
nun durchweg viel kleinere Werte als bei seinen ersten Untersuchungen. 
Gelegentlich fehlte das gelöste Jod ganz und nur Spuren von an Plankten 
gebundenem traten auf. 


1) Compt. rend. 128, 1069; 129, 9. 
2) Ebendaselbst 170, 262, 1920. 
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Zu einem ganz anderen Resultat in bezug auf den Jodgehalt des Meer- 
wassers kam Winkler. Er untersuchte Oberflächenwasser aus der Adria 
und fand darin im Liter 0,038 mg Gesamtjod, wovon 0,008 mg als Jodid, 
der Rest als Jodat vorhanden war. Organisch gebundenes Jod fand Winkler 
nicht. Nach dem Eindampfen und Schmelzen mit Ätznatron trat keine 
Vermehrung des Gesamtjods ein. Das Jodid bestimmte Winkler durch 
Ausschütteln eines Liters Wassers mit 50 ccm Tetrachlorkohlenstoff nach 
dem Ansäuerh und Versetzen mit Nitrit. Aus dem Tetrachlorkohlenstoff 
wurde das Jod durch eine kleine Menge schwefliger Säure wieder heraus- 
geholt und wieder mit dem organischen Lösungsmittel ausgeschüttelt und 
diese Operation nochmals wiederholt, so daß man das Jod schließlich in 
0.5 ccm Tetrachlorkohlenstoff hatte. Um das Jodat mitzubestimmen, 
wurde dieses vor der Bestimmung mit arseniger Säure reduziert. Zur 
kolorimetrischen Vergleichung behandelte Winkler ein künstliches, mit 
Jodid und Jödat versetztes Meerwasser in genau derselben Weise. 

Die Resultate A. Gauthiers und Winklers sind vollständig verschieden. 
Man hat den Eindruck, als ob das Wasser in verschiedenen Meeresgegenden 
und vielleicht auch zu verschiedenen Zeiten recht verschieden zusammen- 
gesetzt sei in bezug auf Jod. 

A. Gauthier!) wies auch in vielen Gestäinen Jod nach und fand, daß 
Urgesteine solches stets enthalten. Er ging dabei sehr gründlich vor. Das 
feingepulverte Gestein wurde zur Untersuchung mit Kali geschmolzen und 
das Jod so in Lösung gebracht. 

Auch über das Vorkommen von Jod in Salzen, bzw. Salzmineralien 
liegen eine Anzahl Arbeiten vor. E. Erdmann?) reicherte: das Jod durch 
fraktionierte Kristallisation, dann durch fraktionierte Fällung mit Silber- 
nitrat an, setzte aus dem ausgeschiedenen Silberjodid das Jod in Freiheit 
und bestimmte es kolorimetrisch. Er fand pro Kilogramm Salz in 


Kainit von Kalusz. . . . 2. 2 2 2 2 2 2 2 ne. 0,87 mg Jod 
Steinsalz von KossoW . . . . 2 2 2 2 2 2 2 02. 017 5, ,, 
Hartsalz von Bleicherode `, . . . . 2... ge COE e, 
Sylvin des Hartsalzes von NeustaBfurt . . . . . 0,042 , y 
Jüngeres Steinsalz . . . . 2 2 2 2 2 2 2 en. 0,0075 ,,  ,, 
Seesalz von Berre . . . . 2 2 2 2 2 2 2 2 2 0. 0,083 ,  ,, 
Sels mixtes von Berre, mehr als . ........ 0,103 ,  ,, 
Carnallit von Kalusz und von NeustaBfurt . . . . 0 


Winkler?) fand in einzelnen Sorten Sylvin und Carnallit Jod, in anderen 
fehlte es. 

Diese Untersuchungen erwähnen wir speziell deshalb, weil die erwähnten 
Salze teilweise als Düngemittel verwendet werden. 

Ein ganz neues Interesse gewann das Vorkommen des Jods in der 
Natur durch die Entdeckung E. Baumanns*) aus dem Jahre 1895, daß 
Jod einen integrierenden Bestandteil der Schilddrüse ausmacht. Er isolierte 
einen Thyrojodin benannten Körper mit einem Gehalt: von 10% Jod, der 
beim physiologischen Versuch alle Wirkungen der verabreichten Schild- 
drüse selbst besitzt und somit als der wirksame Bestandteil der Schilddrüse 


1) Compt. rend. 182, 935. 

23) C. 1, 1286, 1910. 

3) C. 2, 840, 1916. 

4) Zeitschr. f. physiol. Chem. 21, 319, 1895. 
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erkannt wurde. In der Drüse ist das Thyrojodin größtenteils an Eiwe. 
gebunden. Die Jodbestimmung führte E. Baumann nach dem Schmelz: 
der Drüsensubstanz mit Alkali und Salpeter auf kolorimetrischem Wer 
durch Ausschütteln der angesäuerten, nitrithaltigen Lösung mit Chlor: 
form durch. Je nach der Provenienz der Schilddrüsen fand E. Bauma: 
wechselnde Judgehalte. 

Diese Untersuchungen wurden außerordentlich oft an tierischen uzi 
menschlichen Schilddrüsen wiederholt. Im Durchschnitt scheint der Gehs: 
bei kropfig entarteten Schilddrüsen niedriger zu sein als bei gesunden: 
aber auch normale Drüsen mit sehr niedrigem Jodgehalt kommen ve: 
Gelegentlich soll dieses Element sogar ganz fehlen, ein Punkt, der mit dr 
empfindlichsten Methoden nachgeprüft werden sollte Nach Herzfeld uzi 
Klinger!) scheint Jod kein unentbehrlicher Bestandteil des Schilddrüze.- 
sekretes zu sein; doch übt es zweifellos Einfluß auf Bau und Weachstur: 
der Drüse aus. Gekrönt wurde die Entdeckung E. Baumanns durch d: 
Arbeiten Kendalls. Es gelang diesem Forscher, die Jodverbindung «+ 
Schilddrüse, das Tyroxin, zu isolieren und seine Konstitution aufzuklar.:. 
Es ist eine 4, 5, 6-Trihydro-4, 5, 6-trijod-2-oxy-B-indolpropionsáure von di 
Formel IH 

RL E 


ES EE 


2. Untersuchungen von jodierten Salzen. 

Uber die Kropfprophylaxe mit jodiertem Kochsalz wurden i 
den letzten Jahren durch verschiedene schweizerische Mediziner zahl 
reiche Erfahrungen gesammelt. Am meisten hat sich das jodhaltir 
Salz wohl im Kanton Appenzell eingebürgert, dank den unermüdliche. 
Bemühungen von Dr. Hans Eggenberger in Herisau. Der Kanto: 
Appenzell verwendet seit über einem Jahre ein Salz, welchem au 
100 kg 1 g Kaliumjodid zugesetzt worden ist. Das Verhältnis ist som 
1:100000. Daneben wird immer noch das gewöhnliche Kochsl 
verkauft. Die Kropfkommission hat sich dafür entschieden, vorläuf: 
für die ganze Schweiz ein nur halb so stark jodiertes Salz vorzuschlagen. 
wobei auch hier hervorzuheben ist, daß das Salz nur auf Verlangen 
abgegeben werden soll. Das unjodierte Salz soll überall weiter káuflic 
sein. 

Von Eggenberger stammt die Beobachtung, daß sich der Jodgehal 
im jodierten Salze mit Hilfe der bekannten Nitrit-Stárkereakticn 
direkt nachweisen läßt. Sein Reagens besteht aus einer Mischung 
von 50 ccm 0,5proz. Stárkelósung, 10 Tropfen 25proz. Schwefelsäur 
und 10 Tropfen 1proz. Natriumnitritlósung. 


1) C. 1, 209, 1923. 
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Beim Betupfen von im Verháltnis 1: 100000 jodiertem Kochsalz 
mit dem Reagens tritt in práchtiger Weise die blaue Jod-Stárkereaktion 
auf. Mit halb so stark jodiertem Salze erhált man nur noch eine recht 
schwache Färbung, die schnell in Violett und Rötlich übergeht und 
dann verschwindet. Bei niedrigeren Jodgehalten kommt man bald an 
die Grenze, wo die Reaktion ganz unsicher wird oder überhaupt ausbleibt. 

Dies ist insofern fatal, als nach Beobachtungen von Eggenberger, 
die durch quantitative Bestimmungen des St. Galler Kantonchemikers 
Dr. Ambühl bestätigt wurden, der Jodgehalt des Salzes nach einiger 
Zeit abnimmt. Bei dem im Verhältnis 1: 200000 jodierten Salze wird 
man also das Jod unter Umständen nach kurzer Zeit mit dieser Reaktion 
nicht mehr nachweisen können, und doch hätte die Reaktion einen 
großen Wert speziell für Lebensmittelinspektoren, um an Ort und 
Stelle prüfen zu können, ob ein jodiertes Salz vorliegt oder nicht, ob 
die Ware der Bezeichnung wirklich entspricht. 

Um diesen Mißerfolg bei den niedrigeren Gehalten zu verstehen, 
muß man sich fragen, wie eigentlich die Jod-Stärkereaktion zustande 

kommt. Sie erfordert bekanntlich nicht nur zwei reagierende Stoffe, 
Jod und Stärke, sondern noch einen dritten, Jodwasserstoffsäure oder 
ein lósliches Jodid. Nach Mylius!) besitzt Jodstárke die Formel 
(C24H10020)4 HJ. 

Nun ist es klar, daß, wenn man so viel salpetrige Säure zusetzt, 
daß alles vorhandene Jodid zu Jod oxydiert wird, die Reaktion nicht 
auftreten kann. Dies ist bei den schwächer jodierten Salzen bei Zusatz 
von Eggenbergers Reagens der Fall. Hier geht sofort alles Jodid in 
Jod über, und es bleibt kein überschüssiges Jodid mehr, um sich an der 
Reaktion zu beteiligen. Oft tritt die Blaufärbung einen kurzen Augen- 
blick auf, um gleich wieder zu verschwinden. Es kann sich also im 
ersten Augenblick Jodstärke bilden, sofort wird aber die H J-Komponente 
durch weitere salpetrige Säure oxydiert, und die Färbung verblaßt. 

Um die Färbung zu einer bleibenden zu gestalten, müssen also 
die Bedingungen so gewählt werden, daß kein Überschuß an Reagens 
vorhanden ist. Versuche mit verdünnterem Reagens und mit einem 
anderen Verhältnis an Säure und Nitrit führten zu keinen Resultaten, 
die zugleich bei stärker und bei schwächer jodierten Salzen befriedigt 
hätten. Einen gewissen Erfolg erzielte man durch Trennung des Reagens 
in Nitrit-Stärkelösung und in Schwefelsäure, indem man so vorging, 
daß man zu dem in einem Schälchen befindlichen Salze je einen Tropfen 
der beiden Lösungen in einem Abstand von etwa 2 cm auftropfen ließ. 
Beide Tropfen verbreiteten sich schnell, und in der Berührungszone 
trat die Reaktion auf. 


1) Vgl. Treadwell, Lehrb. d. anal. Chem. 
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Bedeutend besser und sicherer ist aber folgende Ausführungsform 

Nachweis von Jod in jodierten Salzen. In ein Reagenzglas |; 
man einen großen Tropfen mit Nitrit versetzter Schwefelsäure!) falles 
schüttet das zu untersuchende Salz in einer Schicht von ungrfik 
3cm Höhe dazu, klopft bei grobkörnigem Salze mit dem Gláscha 
etwas auf den Tisch, damit es sich setzt, und läßt einen großen Tropfe 
0,5proz. Stärkelösung darauf fallen. Bei einem Jodgehalt von 10 mg EJ 
im Kilogramm entsteht fast unmittelbar eine intensiv blaue Schick 
so weit, wie die Stárkelósung hinunterdringt. Im unteren Teile de 
Schicht ist sie am stärksten. Bei schwach jodierten Salzen tritt & 
Reaktion erst nach einigen Sekunden auf. Man hat den Eindmá 
daß die Blaufärbung entsteht, bevor sich die Flüssigkeiten noch dur 
Kapillarität vereinigt haben. Es scheint, daß das am Boden des Reagır: 
glases entwickelte Jod hinaufsublimiert und dort mit der Stärke reagien 
In zweiter Linie kommt natürlich auch die bald erfolgende Berührız 
der Flüssigkeiten, der aufsteigenden Säure und der hinabsickemda 
Stärkelösung in Betracht. Auf ihrem Wege drängen die Flüssigkeite 
das vorhandene Jod bzw. Jodid vor sich hin und bewirken so ned 
eine gewisse Konzentration. Bei dieser Versuchsanordnung kan 
also das Reagens nicht in zu hoher Konzentration auftreten. 

Folgende Tabelle zeigt die erhaltenen Reaktionen im Vera? 
zu der Reaktion Eggenbergers. 


Tabelle I. Jodreaktionen schwach jodierter Salze. 








mm e 




















| | mach | Modifizierte 
Nr.| Herkunft Gia Reaktion Eggenberger | Reaktion 
| | im kg | 
x j] EA ANNE 30 E NA Gegen ep `a ``" en geen E 
1 | Sehweizerhallo, Siedesalz| 2,2 | 0 |! schwach, aber de 
2 | ” n | 2,3 0 | ” a °» 
3: x b 2,9 | 0 h a om 
4 | = e 3,1 | etwa l Sek. sichtbar | sehr deutl. Ko 
5. e E 3,9 ¡einige „ e | as wes SD 
6! > Vakuumsalz || 28 ¡¡etwa?/, „ d L a 
7 |! n n ) ” 2 ” | g y» 
8: x x 5,1 | deutl. sichtbar, bald Bb 
l | vorübergehend | 
9; Bex, Vakuumsalz . . . | 3,5 | 0 Ke 
10 8 D D € 5, ei 4,0 | F am mn 
11; Meersalz, in Bex zum: ‚einige Sek. sichtbar, |) 
| Mischen verwendet. .| 3,2 || undeutlich l Er 
12 || Meersalz, in Bex zum: | einige Sek. sichtbar, | 
Mischen verwendet. .| 40 | undeutlich d: A é 


1) Dieses Reagens wird bereitet durch Lösen eines Kórnchens Kalium- 
oder Natriumnitrit (etwa 0,05 e) in 10ccm dreifach normaler Schwefel 
säure. Säure von dieser Konzentration erhält man genügend genau durch 
Verdiinnen von 20 eem konzentrierter Schwefelsäure auf 235 em, Dx 
Reagens soll nicht über einen Tag alt sein. 


Vorkommen von Jod in der Natur. 383 


Die Reaktion nach der modifizierten Arbeitsweise war nach 
4 Stunden bei Nr. 2 und 3 verschwunden, nach 20 Stunden außerdem 
bei Nr. 8, bei den anderen Salzen war sie nach Tagen noch vorhanden, 
meist aber nur noch in den tieferen Schichten als blauer Fleck oder 
blaue Zone. 

Diese modifizierte Reaktion ist also bei weitem empfindlicher 
und, was auch sehr ins Gewicht fällt, haltbarer als die Reaktion in 
der ursprünglichen Form. Es sollte bei einiger Übung, die man sich 
durch Vergleichen mit Salzen von bekanntem Jodgehalt erwerben 
kann, leicht möglich sein, aus der Stärke der Reaktion den J odgehalt 
einigermaßen genau abzuschätzen. 

Für eine genaue und zugleich möglichst einfache Jodbestimmung 
in jodiertem Kochsalze schien mir das Verfahren von Winkler!) am 
vorteilhaftesten zu sein. Es beruht darauf, daß das Jodion in saurer 
Lösung durch Chlor zum Jodation oxydiert wird; dann wird das über- 
schüssige Chlor und, falls Bromid zugegen war, auch das in Freiheit 
gesetzte Brom durch Kochen entfernt und zu der erkalteten Lösung 
überschüssiges Kaliumjodid zugefügt. Jedes Molekül Jodsäure setzt 

sechs Atome Jod in Freiheit, die dann mit Thiosulfat titriert werden. 
Die Reaktion geht nach folgender Gleichung vor sich: 


HJO, + 5HJ = 3 J} + 3 H,0. 
Da an Stelle des ursprünglichen Jods die sechsfache Menge zur 
Ausscheidung gelangt, wird die Titration selbst bei sehr kleinen Ge- 
- halten ermöglicht. 
Winkler arbeitete mit Mineralwässern und sieht im großen und 
. ganzen höhere Jodgehalte vor als wir hier haben. Bei geringen Ge- 
` halten, etwa 0,1 mg Jod im Liter, empfiehlt er, das Wasser unter 
- Alkalizusatz etwa auf !/,, einzudampfen; 0,1 mg in 100 ccm Wasser 
- lassen sich schon gut titrieren. Sehr salzreiche Wasser sollen bis zur 
- beginnenden Kristallisation eingedampft und dann die Hauptmenge 
- des Salzes durch Alkoholfällung entfernt werden. Nach dem Ab- 
‘ destillieren des Alkohols dampft man zur Trockne, löst den Rückstand 
in der 20fachen Menge Wasser und führt die Titration aus. Winkler 
. arbeitet also nur in Lösungen mit 5%, Salzgehalt. 

Auf unsere Verhältnisse angewendet, würde man so ohne die 
umständliche Entfernung der Hauptmenge des Salzes allzu verdünnte 
Jodlösungen erhalten. Man versuchte deshalb, ob sich die Titration 
nicht auch in konzentrierteren Salzlösungen ausführen ließe. 300g 
umkristallisiertes Kochsalz wurden zum Liter gelöst unter Zusatz 
von 3mg Kaliumjodid, also der Menge, die einem jodierten Salze 

.. von 1: 100000 entspricht. Davon wurden steigende Mengen auf 100 ccm 


1) Zeitschr. f. angew. Chem. 28, I, 469, 1915. 
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verdünnt und damit die Titration ausgeführt. Die verbrauchten Kubik- 
zentimeter n/100 Na,S,O,-Lösung geben, mit 0,277 multipliziert. 
Milligramm KJ an. Man fand folgende Werte: 


Tabelle II. 
Titration von Salzlösungen mit steigendem Gehalt an NaCl und KJ. 














Oh ` 22, | vum eg, | gefundenemgKJ| "2 BER 
0 (blinder Versuch) 0,03 i 0,0083 | — 
5 0,05 0,18 © 0,0498 10.0 
10 010 | 037 0,102; 102 
15 | 0,15 0,56 0,155 | 10.3 
20 | 020 0,7 0,200 10,0 
25 0,25 0,95 | 0,263 | 10,5 
30 | 0,30 | 1,10 0,304 | 10,1 
Der blinde Versuch gab den zu vernachlássigenden Wert von 
0,0083 mg KJ. 


Die mit den Salzlösungen erhaltenen Werte sind nicht sehr genau: 
gelegentlich fallen sie etwas zu hoch aus. Unseres Erachtens dürft 


aber die Genauigkeit für unsere Zwecke genügen. Man sieht dorch, | 
schnittlich bei den höheren Salzgehalten keine Verschlechterung der 


Resultate. Wir dürfen somit ruhig mit konzentrierteren Salzlösungen 
arbeiten. 

Die Titration in den Salzlösungen geht etwas weniger glatt vor 
sich als in wässeriger Lösung. Die Lösung wird nach Zusatz der Stärke 
nicht rein blau, sondern mehr violett gefärbt und geht gegen Ende 
der Titration allmählich in Violettgrau bis Gelbgrau über. Um den 


Endpunkt, die vollständige Entfärbung, ganz scharf zu fassen, it ` 


es gut, die Lösung mit destilliertem Wasser zu vergleichen. 

Die n/100 Na,S,O,-Lösung ist nicht sehr haltbar. Ihr Titer mub 
jedesmal vor Gebrauch bestimmt werden durch Titration einer Kalium- 
jodidlösung, am besten von ungefähr dem Gehalt, der in Betracht 
kommt. 








Das Kaliumjodid ist leicht rein zu bekommen. Wir prüften unser ` 


Material nach der sehr eleganten Methode von Kolthoff*) auf Anwesen- 
heit von Chlor und Brom. Das Verfahren besteht darin, daß das Jod 
aus m/100 KJ (1,66g) mit Nitrit und Schwefelsäure ausgetrieben 
und weggekocht wird, worauf man die zurückbleibenden Halogen? 
mit Silbernitratlösung titriert. Man fand in unserem Kaliumjodid 
0,011 % fremde Halogene als KCl oder 0,018% als KBr berechnet. 

Das Wegkochen von so viel Jod darf natürlich nicht in demselben 
Laboratorium vorgenommen werden, wo: man Bestimmungen der 
kleinsten Jodmengen ausführt. 


1) Pharm. Weekbl. 58, 1568, 1921. 
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Wenn unser Kaliumjodid getrocknet und im Exsikkator auf- 
bewahrt wird, darf es als genügend rein betrachtet werden. 


Zur Jodbestimmung in jodierten Salzen verwenden wir Lösungen 
von 200g im Liter. Man verfährt wie folgt: 


Jodbestimmung in jodierten Salzen. 100g des gut gemischten 
Salzes werden in einem 500-cem-Kolben in kaltem, destilliertem Wasser 
gelöst. Man füllt zur Marke auf und filtriert vollständig klar. Dazu 
müssen die ersten Anteile des Filtrats noch ein- bis zweimal durch 
dasselbe Filter gegossen werden. Je 200 ccm der Lösung, entsprechend 
40 g Salz, werden in einem Erlenmeyerkolben mit 2ccm n Salzsäure 
und mit 2 bis 3 ccm frischem Chlorwasser!) versetzt. Daß überschüssiges 
Chlor da ist, erkennt man daran, daß ein Tropfen zugesetzte Methyl- 
orangelösung sofort entfärbt wird. Man fügt einige kleine Bruch- 
stücke Calcit hinzu, um den Siedeverzug zu vermeiden und kocht 
so lange, bis die Lösung eben anfängt, Salz auszuscheiden. Dann ist 
sicher alles überschüssige Chlor entfernt. Winkler prüft auf die Ab- 
wesenheit von Chlor durch Zusatz eines Tropfens Methylorangelösung. 
Bei unseren minimalen Mengen vermeidet man das besser, da der 
Farbenumschlag bei der Titration dadurch etwas erschwert wird. 
Man kühlt nun ab, setzt 1,5 ccm konzentrierte, etwa 85proz. Phosphor- 
säure und etwa 0,2 g festes Kaliumjodid hinzu und titriert sofort unter 
Zusatz von Stärkelösung mit n/100 Thiosulfatlösung bis zur vollstän- 
digen Farblosigkeit (vergleichen mit destilliertem Wasser). Zur Titration 
verwendet man eine in Ilan ccm eingeteilte 1-ccm-Pipette. Die Na, S,O,- 
Lösung entnimmt man nicht direkt der Vorratsflasche, sondern man 
gießt einen kleinen Teil davon ab, damit nicht etwa die Hauptlösung 
durch an die Pipette gespritzte saure Flüssigkeit verdorben wird. 


Die Na,S,Oz-Lósung wird jedesmal mit reinem KJ eingestellt. 
l cem n/100 Lösung entspricht 0,277 mg KJ. 


1) Das Chlorwasser wird am besten nach der Vorschrift von Wiggers 
(s. Fresenius, Anleitung zur qualitativen Analyse, 16. Aufl. 1895, S. 58) 
hergestellt, die ich in etwas vereinfachter Form wiedergebe. Man bedient 
sich dabei vorteilhaft des in Abb. 1 (S. 386) abgebildeten Apparates, der 
von der Handelsgesellschaft für Laboratoriumsbedarf m. b. H., Langenwiese 
in Thüringen, zu beziehen ist. 


Nachdem man in die kleine, angeschmolzene Waschflasche etwas 
Wasser gegossen hat, bringt man 12 g einer Mischung von 6 Teilen Koch- 
salz und 5 Teilen Braunstein in den Kolben und gießt durch den ange- 
schmolzenen Trichter 16 ccm einer erkalteten Mischung von 55 Gewichts- 
teilen konzentrierter Schwefelsäure und 21 Teilen Wasser hinzu. Durch 
leichtes Erwärmen kann die Entwicklung gefördert werden. Das Chlor 
fängt man in einer kleinen, mit Wasser gefüllten Flasche auf, welche in 
einem Mantel aus schwarzem Papier steckt. 


386 Th. v. Fellenberg: 


Wie bereits erwähnt, nimmt der Jodgehalt des jodierten Salzes 
beim Lagern ab. Folgende drei Versuchsreihen (Tabelle III bis V) 
mögen dies illustrieren. Die mit E" bezeichneten Salze wurden im 
Kanton Appenzell durch Dr. Eggenberger oder unter seiner Leitung 
jodiert, Nr. 2 durch ihn in Bern anläßlich einer Demonstration. Über 
den genauen ursprünglichen Gehalt der beiden ersten und des letzten 
Salzes habe ich kein Urteil. Die nicht mit ,,E** bezeichneten Salr 
wurden von mir selbst im kleinen durch Übergießen mit 0,5 %, eine 








Abb. 1. 1. Chlorentwicklungsapparat. 2. Jodausschüttelungsröhrchen. 
3. Zentrifugiermikrokolorimeter. 4. Zentrifugierscheidetrichter. 


entsprechend starken Jodkaliumlösung und sehr sorgfältiges Mische 
von Hand jodiert. 

Die Lagerung der Salze der ersten Versuchsreihe wurde in ver 
schiedener Weise vorgenommen,. in kleinen Stoffsäcklein im Labo- 
ratorium, in offenen Schalen im Laboratorium, im Brutraum bei 35 
und in verschlossenen Stöpselflaschen. 

Die Resultate sind quantitativ nicht bei allen Salzen gleich aus 
gefallen. Bei Nr. 1, welches mir in 5 Monate altem Zustande übergeben 
wurde, scheint ursprünglich eine ziemliche Abnahme stattgefunden zu 
haben: vom fünften bis neunten Monat war sie aber nur gering. Be: 
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Tabelle III. 
Analysen jodierter Salze nach verschiedenen Zeiträumen. 





Datum und Grad | | 
Nr. der Jodierung, | Lagerung | 


Dauer der Lagerung 


Herkunft mg KJ im kg 

















5 Monate 7 Monate 9 Monate 





LE 23.11. 1922. 1:100000 |in Säcklein im 


























Rheinsalinen Laboratorium | 7,7 69 | 6,7 
i 1 Monat 3 Monate : 5 Monate 
2. E , 24. IV. 1922. 1:100000 | aus Vorratssack 9,2 10,2 | 51 
Rheinsalinen in Säcklein im i i 
Laboratorium ` 9,6 95 5,2 
in Schale im | 
Laboratorium ` — ;, 106 | 5,4 
| im Brutraum SE 8,9 8,0 
| frisch 11 Monate | Ak Monate 
3.E 28.VII. 1922. 1:100000 in Flasche | 8,6 86 ' 77 
Rheinsalinen im Brutraum 8,6 5,7 | 5,7 
4. E | 28.VII. 1922. 1:200000 |in Flasche 50 | 51 | 5,0 
.  Rheinsalinen lim Brutraum | 50 ` 37 3.2 
` | 2 Monate 
5. 11. IX. 1922. 1:100000 in Flasche | 100 10,2 — 
© Bex in Schale im | 
| Laboratorium | 10,0 111 ` SH 
y im Brutraum 100 | 100 — 
6.  11.1X.1922. Vakuum- in Flasche I 10,1 | 103 er 
salz Schweizerhalle | in Schale im | | 
1:100000 - Laboratorium 101 `: 5,9 — 
j | 1 Monat | 3 Monate 5 Monate 
"E 29.VII. 1922. | | | 
: 1,23 KJ0,:100000 ¡in Sácklein im ` 
j Rheinsalinen . Laboratorium 89 ` 84 | 7,8 


Nr. 2 ist zwischen dem ersten und dritten Monat keine Abnahme ein- 
getreten, zwischen dem dritten und fünften hingegen eine sehr starke 
bei den Proben aus dem etwa 100 kg enthaltenden Vorratssack und 
bei zwei im Laboratorium in einem Sácklein und in offener Schale 
aufbewahrten Proben. Die Probe im Brutraume hatte am Anfang 
stärker, in der späteren Periode nur noch wenig abgenommen, so daß 
sie nach 5 Monaten einen höheren Gehalt aufweist als die übrigen 
Parallelproben. Das Salz vom 28. Juli hatte sich bei Aufbewahrung 
in einer Flasche anfangs nicht geändert: dann war eine leichte Ab- 
nahme eingetreten ; im Brutraume war zuerst ein Verlust erfolgt, dann 
war der Gehalt gleich geblieben analog dem Salze vom 24. April. Das 
halb so stark jodierte Salz Nr. 4 hatte sich in der Flasche gut gehalten, 
im Brutraume waren die Verhältnisse gleich, wie bei den eben be- 
sprochenen Proben. Gut hatte sich das Salz von Bex, Nr. 5, gehalten. 
Biochemische Zeitschrift Band 139. 96 
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Das Ansteigen des Jodgehaltes bei der offen aufbewahrten Probe komm 
zum Teil von der erfolgten Austrocknung her. Das Vakuumsalz vu 
Schweizerhalle hatte sich in der Flasche unverändert erhalten, offs 
hingestellt, hatte der Jodgehalt sehr stark abgenommen. Das Salz Xr.' 
war mit 12,3 mg Kaliumjodat pro Kilogramm versetzt worden. D. 
dies 10 mg KJ entspricht, haben wir die Analysenzahlen zur besser: 
Vergleichung auch in Milligrammen KJ ausgedrückt. Die Abnahn: 
vom ersten bis zum fünften Monat ist gering, aber doch feststellbar 
eine Analyse der frisch bereiteten Mischung fehlt leider. 

Aus der ganzen Versuchsreihe geht folgendes hervor: 

1. Die Salze halten sich in verschlossenen Flaschen gut. 

2. Offen an der Luft hingestellt, verlieren sie mit der Zeit ein: 
beträchtlichen Teil ihres Jods. 

3. Im Brutraume tritt der Verlust in starkem Maße am Anfan: 
ein. Später bleibt der Gehalt ziemlich konstant. 

Daraus scheint hervorzugehen, daß der Jodverlust speziell beir: 
Austrocknen erfolgt, sei es durch Entweichen von Jodwasserstoffsäur 
oder von freiem Jod. 

Es wurde von anderer Seite die Frage aufgeworfen, ob die à 
nahme von Jod nicht etwa nur vorgetäuscht werde durch eine Oxy- 
dation von Jodid zu Jodat. Dies ist natürlich nicht möglich, den: 
unsere Methode würde das Jodat ja ebenso bestimmen wie das Jodi: 
Hingegen müßte bei der Anwesenheit von Jodat schon ohne Chlor- 
oxydation beim einfachen Zusatz von Kaliumjodid und Säure Je: 
abgespalten werden. Diese Reaktion trat bei keinem der daraufhin 
untersuchten Salze auf. l 

Die zweite Versuchsreihe sollte über folgende Fragen Auskunf 
geben: 

l. Spielt der Reinheitsgrad der jodierten Salze für den Jodverlus: 
eine Rolle ? 

2. Läßt der Jodverlust sich durch einen alkalischen Zusatz ver 
meiden ? 

3. Wie verhalten sich die Salze bei einer den natürlichen Ver- 
hältnissen möglichst angepaßten Lagerung ? 

Um die erste Frage zu entscheiden, verwandte man einige Salz 
einer Siedekampagne von Schweizerhalle, von welcher Herr Direktor 
Dr. Paltzer so freundlich war, mir jede Woche eine Probe zuzusenden. 
Die Pfanne wurde am 21. August in Betrieb gesetzt. Die Siedeperiode 
dauerte 8 Wochen und ging am 16. Oktober zu Ende. Wir verwendeten 
hier Salze vom 28. August, vom 25. September und vom 16. Oktober. 
also das erste und letzte Salz und eins in der Mitte. Da sich gens 
lösliche Verunreinigungen im Laufe der Zeit immer mehr in der Mutter 
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auge anreichern, so konnte auf diese Weise konstatiert werden, ob 
je einen Einfluß auf das Entweichen von Jod ausüben. 

Im weiteren wurde ein chemisch gereinigtes Vakuumsalz von 
Schweizerhalle und Salz von Bex, welches nach einem anderen, später 
zu beschreibenden Vakuumverfahren durch plötzliches Verdampfen 
der ganzen Sole hergestellt wird, verwendet, sodann ein in Bex zum 
Mischen mit dem dort gewonnenen Salze bestimmtes Meersalz der 
Aigues Mortes bei Montpellier. 

Zur Prüfung der Frage, ob ein alkalischer Zusatz geeignet sei, 
den Jodverlust zu verhüten, wurden die Vakuumsalze von Rheinfelden 
und Bex verwendet, also das reinste und das am stärksten verunreinigte 
der uns zur Verfügung stehenden Salze. Je 10 g der Salze, mit Natron- 
lauge gegen Phenolphthalein titriert, brauchten 0,02 und 0,06 ccm 
n/10 NaOH. Man setzte den Proben ein wenig mehr als die ent- 
sprechende Menge Natriumbicarbonat, nämlich 0,017 und 0,050 g pro 
Kilogramm zu. Die beiden Vakuumsalze sind dieselben, die bereits 
in der vorigen Versuchsreihe benutzt worden waren. 

Um die Salze unter möglichst natürlichen Bedingungen zu lagern, 
wurden die einen Proben in einer Spezereihandlung, in kleine Säcklein 
verpackt, direkt in die Salzbütte gelegt. Sie behielten so während 
der ganzen Versuchsdauer die natürliche Feuchtigkeit des Konsum- 
salzes, dabei war aber natürlich eine gewisse Gefahr vorhanden, daß 
etwas Kaliumjodid durch Kapillarität nach dem umgebenden Salze 
wanderte, da ja das Jodid wegen seiner leichten Löslichkeit im feuchten 
Salze in Lösung sein muß. 

Die Gegenproben wurden in Säcklein dicht nebeneinander in eine 
hölzerne Kiste mit lose aufgelegtem Deckel gelegt und in einer Küche 
untergebracht. Während man bei der ersten Reihe die Lagerungs- 
bedingungen in den Verkaufsläden hatte, so waren hier die Verhältnisse 
gleich, wie bei der Aufbewahrung in den Haushaltungen, täglich zeit- 
weilig feuchte Atmosphäre, dann wieder leichte Austrocknung. Der 
Versuch dauerte vom 30. Dezember bis zum 13. März. Trotzdem das 
Wetter in der ganzen Zeit recht regnerisch gewesen war, waren diese 
Salze ziemlich ausgetrocknet und außer dem Meersalz alle zusammen- 
gebacken. Zu bemerken ist, daß in dem Hause Zentralheizung war. 

Man führte auch die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration der Salze in Lösungen von 25g Salz in 100 ccm aus, um zu 
sehen, ob dieser Größe vielleicht eine Bedeutung für den Jodverlust 
zukomme. 

Die Versuche mit Natriumbicarbonatzusatz wurden aus Mangel 
an Material nur je einmal, und zwar bei der Lagerung in der Salzbütte, 
ausgeführt. Zwei der in der Salzbütte eingelagerten Säcklein gingen 
leider aus unerklärter Ursache verloren. 


26 * 
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Die Salze sind alle im Verhältnis 1 : 200000 jodiert. Sie enthielten 
somit ursprünglich 5mg KJ pro Kilogramm. 

In der Tabelle IV sind die Resultate der Versuchsreihe zusammen 
gestellt. 


























Tabelle IV. 
un? Ber Salze nach SEN Lagerung, A mg KJ pro Kilograms.. 
po 8 Gs In Salzbútte Ja Kade | 
SCH Bezeichnung des Salzes gar mg KJ pro ke mg en S 
u Z i ECKER u Ki - = z b e e SE E 
i Schweizerhalle, 28. VIII.. ..... fb o E 3,9 29 
2. ’ 8 A | 71 — | 2.2 
3 a 1 AA 64, 3,1 | 2,3 
4 S Vakuumsalz . . 6,5 — 2.8 
5: S y Na HCO, © — 5,1 — 
"ee A EENG 69 3,3 2.9 
Teo a HO Ops a e saca de e e 3,5 
8 ' Meersalz. ............. 1 69 | 4,0 | 3.2 


Eine weitere Versuchsreihe, ebenfalls mit ee in der Salz- 
bütte und in der Küche, wurde mit einem in Bern gekauften Salz: 
der Vereinigten schweizerischen Rheinsalinen vorgenommen. Hier 
verbrauchten 100g bei der Titration 1,0ccm n/lO NaOH bis zun. 
Umschlag mit Phenolphthalein. 

Die in der Salzbütte gelagerten Salze wurden wieder in Stoff- 
säcklein, die in der Küche untergebrachten diesmal in offenen, nur 
mit Gaze bedeckten Gläsern gelagert, deren Durchmesser die Hälfte 
der Schichthöhe der Salze betrug. Diese Anordnung ist analog der 
Lagerung in den gebräuchlichen Steingutgefäßen, allerdings mit ge- 
ringerer Oberfläche. Die Dauer des Versuches betrug 30 Tage. Man 
fand folgende Werte: 


Tabelle V. 


Analyse eines jodierten Salzes mit basischen Zusátzen nach 30tagiger Lagerung: 
ömg KJ pro Kilogramm. 

















Nr. Zusätze pro kg Salz la rd Ve der ee 
See E a, AA z F Ir ae | Zee nn ine = m 
RN Ohne Zuse... , 3,7 | 5,5 
EE : 3,9 5,5 
a T g NaCO LL L . 3,6 5.6 
4 127 e Na,CO, Kee Ee e KSE 3,4 5,2 
5" 2T g KCO, e, | 3,6 5,3 
6 3T g Na CO... ..... 3,8 5,1 
1 3T REO, ME ET 4,0 5,3 





Aus der Tabelle IV ersehen wir, daß der Reinheitsgrad bei Salzen 
gleicher Provenienz eine gewisse, aber nicht gerade bedeutende Rolle 


1) T bedeutet die dem Titrationswert mit NaOH bis zum Umschlag 
von Phenolphthalein entsprechende Menge. 
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spielt hinsichtlich des Jodverlustes. In beiden Reihen hat das zuerst 
auskristallisierte Salz vom 28. August weniger Jod verloren als die 
beiden übrigen Salze derselben Siedeperiode. Auch das Vakuumsalz 
stellt sich etwa gleich günstig wie das erste dieser drei Salze. 

Der Bicarbonatzusatz scheint nach dieser Tabelle bei dem Vakuum- 
salz von Schweizerhalle einen gewissen Nutzen gehabt zu haben: bei 
dem Salze von Bex hat er aber nur unbedeutend gewirkt. Die in der 
Küche untergebrachten Salze haben überall mehr Jod verloren als 
die in der Salzbütte in ihrer natürlichen Feuchtigkeit gelagerten. Die 
Tabelle V zeigt im Gegensatze dazu überall niedrigere Werte bei den 
Salzen aus der Salzbütte. Das zeigt deutlich, daß wir bei beiden Ver- 
suchsreihen eine Wanderung von Jod nach dem umgebenden Salz- 
haufen anzunehmen haben. Ohne diesen Verlust würden sich die 
Salzbüttensalze der Tabelle IV vermutlich bedeutend besser gestellt 
haben. Die günstige Wirkung der feuchten Lagerung wäre noch deut- 
licher zum Ausdruck gelangt. ° 

Die in der Küche gelagerten Salze der Tabelle V zeigen durchweg 
erhöhte Werte. Dies hängt mit einer teilweisen Austrocknung zu- 
sammen. Wir sehen, daß auch das Salz ohne Zusatz kein Jod verloren 
hat. Die Lagerung in offenen Gefäßen ist somit nahezu gleich günstig 
wie die in verschlossenen Gläsern. 

Um nun doch noch einen Anhaltspunkt über die Wirkung der 
basischen Zusätze zu erhalten, wurden die in der Küche gelagerten 
Salze Nr. 1 und 7 während 20 Stunden im Brutraume bei 35% in dünner 
Schicht ausgetrocknet. Man fand hernach eine Verminderung von 
0,9 bzw. 0,3 mg. Der Zusatz von Pottasche hat also gewirkt, aber 
er vermochte doch nicht, den Verlust an Jod ganz zu verhüten. 

Leider reichte die Zeit nicht aus, diese Versuche vor Fertigstellung 
dieser Arbeit ganz zu beendigen. Es sollen noch Versuche mit längerer 
Lagerungszeit vorgenommen werden. 

Der Jodverlust der jodierten Salze scheint mir in der Praxis nicht 
von allzu großer Bedeutung zu sein. In größeren Spezereihandlungen 
in den Städten bleibt das Salz meist nicht länger als 1 bis 2 Wochen 
liegen; in der Haushaltung dürfte der Vorrat in der Regel kaum über 
2 Monate halten. Da an beiden Orten, in den Handlungen wegen der 
großen Menge, in den Haushaltungen wegen der Aufbewahrung in 
geschlossenen Gefäßen aus Holz oder besser aus Steingut, eine Aus- 


trocknung selten eintreten kann, ist auch kein zu großer Jodverlust 
zu befürchten. 


3. Kolorimetrische und titrimetrische Bestimmung kleinster Jodmengen. 


Wenn wir uns nun in den folgenden Kapiteln mit der Jod- 
bestimmung in natürlichen Produkten, in Salzen, Wassern, Nahrungs- 
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mitteln und anderen mehr beschäftigen, so werden wir es in der Regel 
mit so kleinen Größen zu tun haben, daß es vorteilhaft erscheint, den 
Jodgehalt nicht in Milligrammen, sondern in Tausendstel Milligrammen. 
also in Millionstel Grammen pro Kiligramm oder Liter anzugeben. Nur 
in bestimmten Fällen, wo wir wieder auf höhere Werte kommen, werden 
wir zum Milligramm zurückkehren. 

Für das Millionstelgramm ist in der Mikrochemie!) der Ausdruck 
Mikrogramm = y gebräuchlich. Wir werden somit diesen Ausdruck 
anwenden. 


| 


Da es uns darauf ankam, wirklich die kleinstmöglichen Jodmenger 


nachzuweisen, suchten wir das in einer gegebenen Menge Ausgang- 
material, oft in einem oder mehreren Kilogrammen oder Litern, vor- 
handene Jod in der kleinsten Menge Lösungsmittel anzureichern. 
die noch gut gehandhabt werden konnte. Dasselbe erreichte bereit: 
vor 70 Jahren Chatin. Wir ersetzen aber seine zur quantitativen Ab- 
schätzung immerhin heiklen und etwas unsicheren Reaktionen durch 
das viel praktischere kolorimetrische Verfahren von Rabourdin, welche 
wohl beinahe alle Forscher angewendet haben, die sich mit der Be. 
stimmung kleinster Jodmengen befaßt haben. Die einen schütteln 
dabei mit Chloroform, andere mit Tetrachlorkohlenstoff, mit Schwefel- 
kohlenstoff, mit Xylol aus. Es scheint mir, daß alle diese Lösungsmittel 
ungefähr gleichwertig sind; ich entschied mich für Chloroform. 

Die kleinste Menge Lösungsmittel, in welcher das Jod zweck: 
Bestimmung gelöst wird, ist bei Gauthier, Winkler u. a. 0,5 ccm. Ich 
arbeitete mit 0,02ccm. Dadurch wird der Nachweis nahezu um da: 
25fache empfindlicher. In 0,02cem Chloroform kann ein farben- 
geübtes Auge unter allergünstigsten Verhältnissen, bei bester Be- 
leuchtung, durch Vergleich mit derselben Menge jodfreien Chloroform: 
noch die Menge von 0,1y Jod sehen. In der Regel wird man aber 
dieses Element erst bei 0,3% mit voller Sicherheit erkennen können. 

Nach der kürzlich erschienenen Dissertation von H. Müller‘) 
soll es ab und zu jodfreie normale und kropfig veränderte Schilddrüsen 
geben. Müller schüttelte seine Lösungen mit 10 ccm Xylol aus und 
sah in der Farblosigkeit dieser Lösungen den Beweis für die Abwesenheit 
von Jod. Es wäre wünschenswert gewesen, in allen diesen negativen 
Fällen das Jod in einer viel kleineren Menge Xylol anzureichern. Dann 
hätte man es wohl stets nachweisen können. 

Bei der Konzentrierung des Jods auf ein kleines Flüssigkeit: 
volumen wurde ähnlich verfahren wie Chatin. 


1) S. F. Emich, Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 9, 58. 
2) Inaug. Diss. Zürich, 1923, Jod-, Chlor- und Calciumbestimmungen 
an normalen und an kropfig veränderten Schilddrüsen. 
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Im folgenden seien die angewendeten Methoden eingehend be- 
schhieben. Vor allem müssen die verwendeten Reagenzien gereinigt 
werden, um sie von allfälligen Spuren von Jod zu befreien. 


Reinigung der Reagenzien. Die Hauptreagenzien sind destilliertes 
WV asser, Alkohol, Chloroform und Pottasche. Ferner kommen noch 
gzelöschter Kalk und Salzsäure in Betracht. Auch die eisernen Schalen, 
die wir für die Verbrennung organischer Substanzen verwenden, wurden 
auf Jod geprüft. 

Destilliertes Wasser, Chloroform, Alkohol werden mit ganz wenig 
Pottasche versetzt und destilliert. Eventuell vorhandenes freies oder 
in irgend einer Form gebundenes Jod bleibt im Rückstand und kann 
da nachgewiesen werden. Man hat den Alkohol in zwei Konzentrationen 
nötig, 80 bis 9) und 95proz. 

Für die Reinigung der Pottasche wird Alkohol benutzt, und zwar 
verwendet man vorteilhaft, wenn man solchen zur Verfügung hat, 
aus Rückständen regenerierten Alkohol von 60 bis 80 %,, der am besten, 
falls er Basen enthält, über etwas Schwefel- oder Phosphorsäure, 
falls er flüchtige Säuren enthält, über Pottasche vordestilliert worden 

‘ist. Man schüttelt z. B. 1 kg reine Pottasche etwa sechsmal mit je 
12 bis 1 Liter des verdünnten Alkohols, wobei die Pottasche allmählich 
ganz in Lösung geht. Bei den ersten Ausschüttelungen läßt sich der 
Alkohol gut abgießen, bei den späteren trennt man ihn im Scheide- 
trichter ab. Der Alkohol nimmt das gesamte in der Pottasche vor- 
handene Jod auf. Die Pottasche entzieht dem Alkohol den größten 
Teil des Wassers, so daß dieser 94proz. wird und nach nochmaliger 
Destillation für unsere Zwecke geeignet ist. Die Pottasche bildet mit 
dem aufgenommenen Wasser eine Lösung, welche in unseren Fällen 
850 bis 900 g K,CO, im Liter enthielt. Man filtriert sie und kann sie 
in allen Fällen verwenden. Wenn später von konzentrierter Pottasche- 
lösung oder auch nur von Pottaschelösung die Rede ist, so ist stets 
diese Lösung gemeint. 

Steht kein verdünnter Alkohol zur Verfügung, so muß man den 
95proz. für die Pottaschereinigung auf etwa 80%, verdünnen oder 
man löst die Pottasche vor dem Ausschütteln in etwas Wasser. 


Der Alkohol kann auf Jodfreiheit geprüft werden, indem man 
ein größeres Quantum mit einigen Tropfen Pottaschelösung destilliert, 
den Rückstand in einer Platinschale eindampft und schwach glüht 
und weiter behandelt, wie unten bei Wasser angegeben. 


Die Prüfung der Pottaschelösung wird am besten mit der der 
Salzsäure verbunden. Man versetzt 40 bis 50 ccm der Pottaschelösung 
in einem geräumigen Kolben nach dem Verdünnen mit Wasser auf 
etwa 300 cem mit Phenolphthalein, setzt HCI (1 : 1) zu, bis die Färbung 


394 Th v. Fellenberg: 


nur noch ganz schwach ist, kocht ein und fährt fort, wie unten tx; 
der Jodbestimmung in Salzen angegeben. Unsere noch nicht gereinigt- 
Pottasche enthielt pro Kilogramm 120 y Jod, die gereinigte war jodfrei 

Würde bei Verwendung von reiner Pottaschelösung eine Jodreakti:: 
auftreten, so müßte sie von der Säure herrúhren. Ich habe in unsers 
reinen Salzsäure (Merck) jedoch nie Jod gefunden. 


Zur Prüfung des gelöschten Kalkes auf Jod wurden 50g m: 
einigen 100 ccm Wasser geschüttelt und die Flüssigkeit nach längeren 
Stehen abgetrennt. Durch Einleiten von Kohlendioxyd wurde dir 
Kalk gefällt, die Lösung eingedampft und wie bei Wasser angegeler 
geprüft. Unser Kalk erwies sich als jodfrei. 

Zur Prüfung der verwendeten Eisenschalen wurden solche vr ` 
25 cm Durchmesser mit etwas Pottaschelösung versetzt, nach starker 
Verdünnung mit Wasser eingedampft, geglüht, die Pottasche in etwa: 
Wasser gelöst und geprüft. Weder in ungebrauchten, noch in lan; 
Zeit benutzten Schalen konnte eine Spur Jod nachgewiesen werden. 
Diese Prüfung war notwendig, weil Chatin in Eisen Jod gefunden ha: ` 
und die Verwendung von Porzellanschalen vorschreibt. Manche ander 
Autoren haben Nickelschalen benutzt. Es wird wohl auf die Provenien: ` 
des Eisens ankommen, ob es Jod enthält oder nicht. Eine Prüfung is 
also gewiß stets am Platze. Vorsichtshalber wurden Objekte, in denen 
voraussichtlich nur geringe Spuren von Jod in sehr starker Verdünnun: 
vorhanden waren, wie Wässer und Salzlösungen, niemals in Ein- 
schalen eingedampft. Man nahm hierfür Kolben aus Jenaer Glas ode: 
Porzellanschalen und in einigen Fällen bei Verarbeitung besonder ` 
großer Materialmengen Emailtópfe. Aus Email wurde auch kein Joi 
herausgelöst; das bewiesen negative Befunde bei gewissen jodfreien 
Ausgangsmaterialien. 

Wir gehen nun zu dem einfachsten Falle der Jodbestimmung über. 
zu der Bestimmung in Wässern. 


Methode der Jodbestimmung in Wasser. 
(Regen, Schnee, Reif, Trinkwasser, Flußwasser.) 

Bei Regen oder Schnee werden 3 bis 5 Liter bzw. Kilogramm, bei Reif 
0,5 bis 1 kg, bei Trink- oder Flußwasser 5 bis 20 bis 50 Liter verwendet. 
In gewissen Fällen, bei viel unlöslichen Verunreinigungen, besonders 
bei Reif, wird man eine Filtration vornehmen. 

Man bringt das Wasser in einen geräumigen Kolben aus Jenaer Glas. 
versetzt mit etwas Phenolphthalein und so viel Pottaschelösung. daf 
eine stark rote Färbung auftritt, und dampft auf ein kleines Volumen 
ein. Wenn sich bei Trinkwasser oder Flußwasser Kalk ausscheidet, ai 
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filtriert man nach einiger Zeit. Die konzentrierte Lösung führt man 
in eine Platinschale über, setzt noch einige Tropfen Pottaschelösung 
zu und dampft auf dem Wasserbade vollends zur Trockne ein. Der 
Pottaschezusatz richtet sich nach Chatin nach der vorhandenen Menge 
organischer Substanz, die sich natürlich gar nicht abschätzen läßt. 
Für 3 bis 5 Liter Wasser genügt erfahrungsgemäß ein Zusatz von 
6 bis 7 Tropfen. Man erhitzt nun die Schale so, daß sie eben ganz 
schwach ins Glühen kommt. Dabei muß man sich bewußt sein, daß 
Kaliumjodid bei Rotglut etwas flüchtig ist. Oft bläht sich der Rück- 
stand in seinen oberen Partien auf, so daß er emporragt und nicht 
genügend erhitzt wird, wenn der Boden der Schale bereits glüht. In 
diesem Falle unterbricht man, zerdrückt den Rückstand mit einem 
Achatpistill und erhitzt nochmals kurz. Wenn die rote Farbe des 
Phenolphthaleins verschwunden ist, kann man in der Regel annehmen, 
daß genügend erhitzt worden ist. Es bleibt natürlich etwas Kohlenstoff 
in der Pottaschelösung. In einzelnen Fällen wurde die Pottasche mit 
Wasser ausgezogen und die Kohle noch fertig verbrannt. Man fand 
kein Jod mehr darin. 

Die Extraktion des Jods aus dem Glührückstand erfolgt durch 
Alkohol. Darin löst sich Alkalijodid, speziell Kaliumjodid, verhältnis- 
mäßig leicht auf, viel leichter als die übrigen Salze, welche hier in 
Betracht kommen können; K,CO, wird kaum gelöst. 

Man versetzt den Glührückstand mit einigen Kubikzentimetern 
verdünntem Alkohol (80- bis 90 proz.), verreibt ihn mit dem Achatpistill 
gut und gießt die Lösung in eine andere Platinschale über. Dabei 
muß der Rückstand durch Wasseraufnahme der Pottasche aus dem 
zugesetzten Alkohol schmierig werden. Ist er pulverig, so gibt man 
noch etwas Alkohol zu oder auch ein Trópfchen Wasser und beobachtet. 
Bleibt er auch jetzt pulverig, so ist zu wenig Pottasche vor dem Glühen 
zugesetzt worden und ein Verlust an Jod ist so gut wie sicher. Man 
extrahiert nun noch einigemal mit starkem Alkohol (94- bis 95 proz.), 
versetzt die alkoholische Lösung mit demselben Volumen Wasser und 
dampft sie auf dem Wasserbade ein. In den meisten Fällen ist nun 
die organische Substanz noch nicht vollständig zerstört, da der erste 
Rückstand wegen seiner schlechten Leitfähigkeit und wegen der Vor- 
sicht, die man beim Glühen anwenden mußte, nicht überall genügend 
stark erhitzt worden ist. Ein zweites Glühen muß vorgenommen werden, 
und zwar, da ja noch organische Substanz in merklicher Menge da ist, 
wieder mit Alkalizusatz. Man fügt also zu der einzudampfenden Lösung 
2 bis 3 Tropfen Pottaschelösung, glüht und extrahiert den Rückstand 
genau wie vorhin und dampft ihn wieder ein, diesmal ohne Zusatz. 
Es bleibt ein äußerst geringer Rückstand. Man glüht nochmals sorg- 
fältig. löst in ganz wenig Wasser, führt die Lösung in ein kleines Jod- 
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ausschüttelungsröhrchen Te Abb. 1, Nr. 21)] über, setzt das Jod ir 
Freiheit und schüttelt mit Chloroform aus. 0 

Die verwendeten Röhrchen haben einen inneren Durchmesser 
von 5 mm, eine Höhe von 80 mm und sind oben schräg abgeschnitten. 
damit sie sich leicht leeren und spülen lassen. Ihr Inhalt beträgt 2 ccm ` 
Da genügend Schüttelraum bleiben muß, darf man aber nur Leen ` 
Wasser oder wenig mehr verwenden. Man löst daher den Inhalt de: 
Platinschale in 0,4ccm Wasser, gieBt die Lösung in das Röhrchen. 
läßt sorgfältig nachtropfen, spült nochmals mit 0,4 und ein drittes Ma ` 
mit 0,2 oder höchstens 0,4ccm Wasser nach. Nun fügt man mit Hut, ` 
einer in Tausendstel eingeteilten, 0,1 ccm fassenden Pipette 0,02 cem 
Chloroform hinzu, versetzt mit einem Tropfen der weiter ober 
(s. Nachweis von Jod in jodiertem Salz) genannten Nitrit-Schwefelsäur- 
(etwa 0,05g KNO, auf 10ccm 3n H,SO,), hält das Röhrchen mi! 
der einen Hand am oberen Teile nahezu wagerecht und klopft mi: 
der anderen Hand ungefähr 80mal in schneller Folge kräftig an den 
unteren Teil. Der Chloroformtropfen schwimmt ursprünglich auf der 
wässerigen Flüssigkeit. Durch das Klopfen findet eine Zersprengun: 
in kleinste Tröpfchen und eine gute Durchmischung statt. Zum Schlui 
zentrifugiert man das Röhrchen kurze Zeit, damit etwa noch an der 
Oberfläche hängendes Chloroform hinuntergeschleudert wird und vor 
allem auch deshalb, weil die Chloroformlösung gelegentlich eine leichte 
Trübung aufweist, welche die genaue Abschätzung des Jodgehalte- 
erschweren würde. 

Zum Vergleich stellt man sich passende Typen her aus einer Stamm- 
lösung, welche in 100 ccm 10 mg KJ oder, wenn man will, 13,7 mg KJ. 
entsprechend 10 mg Jod enthält. Man mißt mit einer 0,1 ccm-Pipette 
die gewünschten Mengen, z. B. 0,01, 0,02, 0,03 ccm für 1, 2, 3y KJ 
bzw. J und weiterhin dazwischen liegende Mengen in die Jodaus- 
schúttelungsróhrchen, verdünnt entsprechend mit Wasser und setzt 
in der beschriebenen Weise das Jod in Freiheit und schleudert ebenfalls 
aus. Die Flüssigkeitsmenge in den Vergleichsröhrchen muß ziemlich 
genau gleich sein wie bei der zu untersuchenden Probe. 

Durch Vergleichen läßt sich das Jod ungefähr mit folgender Ge- 
nauigkeit abschätzen: 

Zwischen 0,3 und 1,5 bis 2y mit einer Genauigkeit von etwa 0,17. 

Zwischen 2 und 5 y mit einer Genauigkeit von etwa 0,2 bis 0,5 y. 

Die Genauigkeit hängt unter anderem auch von der Beleuchtung 
ab. Am besten hält man das Röhrchen gegen ein mattiertes Fenster. 


1) Solche Röhrchen können nebst Gestell für 25 Stück bei der Handek- 
gesellschaft für Laboratoriumsbedarf m. b. H., Langenwiese in Thüringen, 
bezogen werden. 
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welches nicht direkt von der Sonne beleuchtet ist Man versuche auch, 
es etwas tiefer zu halten, so daß das Licht mehr von oben einfällt Je 
nach den örtlichen Verhältnissen und der Tageszeit muß der günstigste 
Beobachtungsort ausgesucht werden. Bedeckter Himmel ist günstiger 
als blauer. 

Von ungefähr 2,5 bis 3y an ist die zugesetzte Chloroformmenge 
zu gering. Die Lösung wird zu stark gefärbt, um sie gut vergleichen 
zu können. Man setzt dann bis zu etwa 4 bis 5y nochmals 0,02 ccm 
Chloroform zu, bei noch höheren Gehalten geht man auf etwa das 
Dreifache des Lösungsmittels. 

Man macht dabei die Beobachtung, daß die verdünnteren Lösungen 
im Verhältnis intensiver gefärbt sind. 3 y Jod, in 0,04 ccm Chloroform 
gelöst, sind mehr als halb so stark gefärbt wie in 0,02ccm. Das kommt 
daher, daß das Chloroform bei der Ausschüttelung nur etwa 2%, der 
wässerigen Lösung ausmacht und daß da nicht das gesamte Jod extra- 
hiert wird. Ein Teil bleibt, wohl mit dem gelösten Chloroform zu- 
sammen, im Wasser gelöst. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, 
daß die zu untersuchende Lösung und der Typ in der Flüssigkeitsmenge 
nicht wesentlich voneinander abweichen dürfen. 

Prinzipiell wäre es ja wünschenswert, wenn die Flüssigkeitsmenge, 
in der das Jodid gelöst ist, noch weiter herabgesetzt werden könnte. 
Durch Verwendung ganz kleiner Platinschälchen kann man zum Lösen 
und Nachspülen mit etwas weniger Wasser auskommen; aber im ganzen 
wird man sich mit der Empfindlichkeit nach der beschriebenen Arbeits- 
weise begnügen dürfen. 

Die prozentuale Genauigkeit dieser kolorimetrischen Bestimmung 
beträgt höchstens 10%. Bei steigendem Jodgehalt nimmt sie nicht 
zu, wie dies ja im Wesen der kolorimetrischen Bestimmungsmethoden 
überhaupt liegt. Bei etwas höheren Jodgehalten, etwa von 5y auf- 
wärts, läßt sich hingegen die Genauigkeit steigern durch Verwendung 
des folgenden, eigens für diese Zwecke konstruierten Zentrifugier- 
mikrokolorimeters. 


Zentrifugiermikrokolorimeter*). Der Apparat ist nach dem Prinzip 
des Dubosgschen Kolorimeters gebaut (s. Abb. 1, Nr. 3). 

Der Hauptteil des Apparates besteht aus zwei auf der einen Seite 
in der Mitte bauchig aufgeblasenen Gefäßen. Ihr Boden ist außen 
flachgeschliffen. Am unteren Teile befindet sich eine Millimeter- 
einteilung bis zu 15 mm Höhe. In die beiden Gefäße ragen zwei unten 
geschlossene Röhrchen mit ebenfalls flachgeschliffenem Boden, die 
zur Einstellung der gewünschten Schichthöhe dienen. Die Gefäße 


1) Zu beziehen durch die Handelsgesellschaft für Laboratoriumsbedarf 
m.b. H., Langenwiese in Thüringen. 
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werden in einen aufklappbaren Halter gebracht, in dem sie so ruhen. 
daß sie mit dem oberen Teile schwach gegeneinander geneigt sind. 
Durch eine Feder werden die inneren Röhrchen gehalten und können 
von Hand leicht auf- und abbewegt werden. Unter den Gefäßen is 
eine drehbare Milchglasscheibe angebracht, um das auffallende Licht 
durch den Apparat zu werfen. Die geneigte Stellung der Gefäße er- 
möglicht, daß man von einer gewissen Höhe (etwa 20 cm) mit einem 
Auge durch beide Apparate durchsehen und die Vergleichung de: 
Färbungen vornehmen kann. 

Die Gefäße sind so klein, daß sie bequem in der @erberschen Milch- 


zentrifuge oder einer anderen beliebigen Laboratoriumszentrifuge aus- 


geschleudert werden können. 

Der Inhalt der Gefäße beträgt, so weit die Einteilung reicht. 
etwa 0,5 ccm, der übrige verfügbare Raum etwas über 3 com. Außerdem 
ist noch Raum vorhanden für das Einsenken der Glasröhren. Man 
kann also im Maximum 3 cem wässeriger Lösung und 0,5 cem Chlor»- 
form verwenden. 


Die Handhabung des Apparates ergibt sich aus dem Gesagten 


ohne weiteres. Man bringt die wässerige Lösung des Rückstandes in | 


das eine der Kolorimetergefäße, fügt je nach dem zu erwarteten Jod- 
gehalt 0,2 bis 0,5 ccm Chloroform hinzu, setzt das Jod durch Beigat* 
eines Tropfens Nitrit-Schwefelsáure in Freiheit, schüttelt, wie oben 
beschrieben, kräftig durch und zentrifugiert. 

Im zweiten Röhrchen wird mit einer Jodlösung ähnlichen Gehalte: 
dasselbe vorgenommen. Man bringt die Gefäße nun in den Halter. 
indem man gleichzeitig die inneren Röhrchen so weit eintaucht, dab 
sie das Chloroform noch nicht berühren, und sie in dieser Stellung 
durch Schließen des Halters festklemmt. Man bringt nun die eine 
Lösung auf eine bestimmte Schichthöhe und stellt die andere danach 
ein. Die Jodgehalte entsprechen den reziproken Schichthöhen. 

Hat man eine Bestimmung in den Jodausschüttelungsröhrchen 
vorgenommen und will sie im Kolorimeter wiederholen, so darf man sie, 
wenn man Anspruch auf möglichste Genauigkeit macht, nicht einfach 
hinübergießen und die Chloroformmenge auf die im Kolorimeter not- 
wendige ergänzen. Durch Verdunsten von Chloroform und wahr- 
scheinlich auch von Jod würde ein Fehler entstehen. Man geht folgender- 
maßen vor. Man fügt zu der Flüssigkeit einen Tropfen Pottaschelösung 
und schüttelt kräftig um. Das freie Jod wird in Jodat und Jodid über- 
geführt nach folgender Gleichung: 


3K,C03+33J, = KJO¿+5KJ+3C0, . . . . (1) 


Man gießt die Lösung in eine Platinschale, setzt noch einen zweiten 
Tropfen Pottaschelösung hinzu, dampft ein und glüht schwach, verreibt 
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den Rückstand mit Alkohol, dampft die alkalische Lösung nach dem 
Verdünnen mit Wasser ein, zieht die Schale wieder durch die Flamme, 
löst den Rückstand in Wasser und führt die kolorimetrische Bestimmung 
aus. Diesmal braucht man statt der Nitrit-Schwefelsáure nur Schwefel- : 
säure zuzusetzen, da beim Ansáuern durch die Umkehrung der soeben 
genannten Reaktion wieder Jod entsteht im Sinne der Gleichung: 


HJO,+5HJ=3J,+3H,0 ....... (2) 


Von etwa 10y Jod an bis zu den höchsten Gehalten empfiehlt 
sich auch die Titration nach Winkler, ähnlich, wie wir sie oben (s. Unter- 
suchung von jodierten Salzen) beschrieben haben. Man nimmt sie 
am besten nach der kolorimetrischen Bestimmung vor. Die Ausführung 
geschieht hier wie folgt. 


Titration sehr kleiner Jodmengen. Nach Ausführung der kolori- 
metrischen Bestimmung fügt man zu der Lösung überschüssiges, 
frisches Chlorwasser. In der Regel genügt 0,5 bis 1ccm. Man gießt 
die Flüssigkeit in einen 50 ccm fassenden Erlenmeyerkolben, spült 
mit wenig Wasser nach, setzt 2 Tropfen n HCl und einige Kalkspat- 
splitterchen hinzu und dampft über freier Flamme bis auf 1 bis 2 ccm 
ein. Man tut gut, mindestens zwei Drittel der Flüssigkeit wegzukochen, 
damit sicher alles Chlor entfernt ist. Der Rückstand wird abgekühlt, 
mit einem Kriställchen Kaliumjodid und einem Tropfen Stärkelösung 
versetzt und mit Hilfe einer 0,1 oder 1 ccm fassenden, in tausendstel 
bzw. hundertstel Kubikzentimeter eingeteilten Pipette mit n/100 Thio- 
sulfatlósung titriert. Der Titer der Lósung wird jedesmal neu bestimmt. 

Da man in so konzentrierter Lösung arbeitet, ist der Umschlag 
auBerordentlich scharf; man kann durch Abstreichen der Pipette am 
Boden des schrág gehaltenen Erlenmeyerkolbens Mengen von 0,001 ccm 
bequem zusetzen. 

Anfänglich verwendete ich diese theoretisch so schöne Titration 
auch bei bedeutend kleineren Jodmengen. Da, zeigte sich aber oft 
eine unbefriedigende Übereinstimmung mit der kolorimetrischen 
Methode. In der Regel erhielt man durch Titration etwas mehr als 
kolorimetrisch. Die vergleichenden Versuche wurden weniger mit 
Wässern, als mit Lebensmitteln ausgeführt. Als Grund für diese Diffe- 
renzen mag folgendes in Betracht fallen. 


Fehlerquellen bei der kolorimetrischen Bestimmung 
und ber derjenigen durch Titration. 

l. Wenn die Verbrennung der organischen Substanz nicht voll- 
ständig war, ist die wässerige Lösung ganz leicht gefärbt. Man erhält 
eine etwas violettstichige oder trübe Chloroformlösung. Der Wert 
fällt dann entschieden zu niedrig aus. Schüttelt man die Flüssigkeit 
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mit einem Tropfen Pottasche und arbeitet sie, wie vorhin beschrieben, 
nochmals auf, so erhált man einen hóheren, richtigeren Wert. 

2. War bei der Herstellung der Typlósung etwas weniger Wasser 
verwendet worden als bei der zu untersuchenden Lösung, so fällt de: 
Typ, wie oben erörtert, etwas zu stark, die andere Lösung entsprechend 
zu schwach aus. 

3. Wenn zuviel Salze in der Lösung sind, erhält man kolorimetrisch 
einen etwas zu niedrigen Wert, während die Titration dadurch nicht 
beeinflußt wird. | 

4. Bei den vergleichenden Versuchen mit den beiden Methoden 
bekam ich den Eindruck, daß die Titrationsmethode gelegentlich etwa: 
zu hohe Werte liefern kann. Der positive Fehler macht bei den kleinster. 
Werten prozentual leicht 20 bis 509% oder noch mehr aus, bei den 
höheren Werten kommt er praktisch nicht mehr in Betracht. Es mögen 
Spuren oxydierender Substanzen zugegen sein, welche mit dem zu- 
gesetzten Kaliumjodid reagieren. Dieser Punkt ist noch nicht genügend 
abgeklärt. Vorläufig halte ich es für richtig, wenn man sich bei den 
geringsten Jodmengen nur an die kolorimetrische Bestimmung hält 
und erst bei etwas größeren, wo der genannte Fehler quantitativ keine 
Rolle mehr spielen kann, an die Titration. Der Titration vorangehen! 
ist übrigens die kolorimetrische Schätzung als Kontrolle stets zu 
empfehlen. 


Trennung des anorganisch und des organisch gebundenen Jods bei Hoss, 

Das Wasser wird in gewöhnlicher Weise in Gegenwart von Pott- 
asche konzentriert und schließlich auf dem Wasserbade zur Trockn? 
verdampft und mehrmals unter gutem Verreiben mit einem Achat- 
pistill mit 90proz. Alkohol ausgezogen. Der unlösliche Rückstani 
enthält nur organisch gebundenes Jod und wird in gewohnter Wei 
weiter verarbeitet. Die alkoholische Lösung wird nach dem Verdünnen 
mit Wasser in einer. Platinschale zur Trockne verdampft, in wenig 
Wasser gelöst und in einen Zentrifugierscheidetrichter (Beschreibung 
s. 5.386 u. 402) gebracht. Man kann nun entweder das gesamte an- 
organisch gebundene Jod zugleich abscheiden oder eine Trennung in 
zwei Fraktionen vornehmen. Im ersteren Falle versetzt man die Lösung 
mit etwa dem halben Volumen Chloroform, fügt ein Körnchen Kalium- 
nitrit zu und säuert mit 0,2 bis 0,3 ccm dreifach normaler Schwefelsäure 
an. Man schüttelt, zentrifugiert und prüft einen Tropfen der wässrigen 
Lösung mit Jodkalium-Stärkepapier, um sicher zu sein, daß genügend 
Nitrit zugesetzt worden ist. Nun trennt man die Chloroformlösung ab, 
schüttelt sie im Reagenzglase mit einigen Tropfen Pottaschelösung. 
gießt sie in eine Platinschale, spült das Reagenzglas mit Wasser nach 
und verdampft sorgfältig zur Trockne. Darauf glüht man, zieht mit 


Vorkommen von Jod in der Natur. 401 


Alkohol aus und verarbeitet nach dem gewóhnlichen Verfahren. Die 
wässerige, mit Chloroform extrahierte Lösung kann noch weiteres 
organisch gebundenes Jod enthalten. Man macht die Lösung mit 
Pottasche alkalisch, dampft ein, glüht schwach und verarbeitet in 
gewohnter Weise. 

Man kann das anorganische Jod auch in zwei Fraktionen aus- 
ziehen. Wenn man bei der Chloroformausschüttelung kein Nitrit zusetzt, 
sondern nur Schwefelsäure, so wird in der Regel doch etwas Jod in 
Freiheit gesetzt, aber meist nicht alles. Wird dann eine weitere Extrak- 
tion mit Nitritzusatz vorgenommen, so erhält man den Rest des an- 
organisch gebundenen Jods. 

Man könnte nun leicht geneigt sein, das mit Schwefelsäure allein 
abgeschiedene Jod als den Teil anzusehen, der ursprünglich als freies 
Jod in Wasser enthalten war. Nach der Gleichung 1 auf S. 398 muß 
eventuell vorhandenes freies Jod durch die zugesetzte Pottasche in 
Jodid und Jodat übergeführt werden; beim Ansäuern wird es dann 
wieder nach Gleichung 2 in Freiheit gesetzt. Der Rest anorganischen 
Jods, der nur durch salpetrige Säure abgespalten wird, muß als Jodid 
vorhanden sein. 

Nun liegt aber eine Schwierigkeit darin, daß im Wasser wohl 
stets Spuren von Nitrit vorhanden sind, im Regen durch elektrische 
Entladungen entstandenes Ammoniumnitrit, im Boden hauptsächlich 
durch Mineralisierung organischer Stoffe gebildetes Kaliumnitrit. 
Durch die salpetrige Säure wird beim Ansäuern natürlich auch Jod 
abgespalten, welches ursprünglich als Jodid vorhanden war. Die 
Trennung in die beiden Fraktionen sagt uns also nur, welcher Anteil 
schon ursprünglich sicher als Jodid vorhanden war (zweite Fraktion), 
während es vom Reste (erste Fraktion) unsicher ist, ob er im Wasser 
als Jod oder als Jodid vorlag. 

Wir haben gesehen, daß ein Teil des organisch gebundenen Jods 
in Alkohol unlöslich, der andere darin löslich ist. Gauthier (l. c.) sah 
bei seinen Untersuchungen von Luft und Meerwasser das alkohol- 
unlösliche Jod als organisiertes Jod an, welches in Form von Mikro- 
organismen vorhanden ist, das alkohollösliche hingegen als irgendwie 
organisch gebundenes Jod. Es scheint uns zweifelhaft, ob wir diese 
Einteilung bei unseren schweizerischen Trinkwässern und Nieder- 
schlägen anwenden dürfen; die alkoholunlöslichen Jodverbindungen 
können doch wohl auch zum Teil aus toter organischer Materie be- 
stehen. Diese Sache müßte weiter untersucht werden. 

Wir können also folgende Trennung des Jods in den Wässern 
vornehmen: 

A. In Alkohol unlöslich [organisch gebunden, vielleicht ganz oder 

zum Teil in organisierter Form (Mikroorganismen)]. 
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B. In Alkohol lóslich. 

l. Wird durch Schwefelsäure freigemacht (anorganisch 
bunden, vielleicht ganz oder teilweise freies Jod). 

2. Wird durch salpetrige Säure freigemacht (anorganisch gr- 
bunden, Jodid). 

3. Wird durch salpetrige Säure nicht freigemacht (organisti 
gebunden). 

Im folgenden sei der Zentrifugierscheidetrichter besproche:. 
welcher bei diesen Untersuchungen benutzt worden ist. 

Zentrifugierscheidetrichter. Die quantitative Trennung Cine 
wässerigen und einer Chloroformschicht ist bekanntlich schwierig, wei. 
immer einige Chloroformtröpfchen auf der wässerigen Schicht schwimmen 
und auch durch Klopfen nicht ganz hinunterzubringen sind. Dir: 
Schwierigkeiten vermehren sich ganz bedeutend, wenn man mit «dr 
kleinen Flüssigkeitsmengen zu arbeiten hat. Außerdem entsteht: 
beim Ausschütteln unreiner Lösungen, wie wir sie bei der Aufarbeitun: 
der Wässer meist in Händen haben, gelegentlich Trübungen, die sit 
beim Stehenlassen nicht leicht klären. Aus diesen Gründen war da 
Bedürfnis nach einem Scheidetrichter vorhanden, in welchem die z: 
trennenden Flüssigkeiten nach dem Ausschütteln gleich ausgeschleuder 
werden können. Der in Abb. 1, Nr. 4 abgebildete Apparat bewährte sict 
für unsere Zwecke gut. 

Der Apparat besteht aus einem zylindrischen Scheidetrichter. 
welcher in ein zweites, zylindrisches Gefäß eingeschliffen ist. Dr 
Hahn des Scheidetrichters ist so gebohrt, daß er in senkrechter Richtun: 
geschlossen, in wagerechter geöffnet ist. Diese sonst nicht gebräuchlich 
Anordnung war notwendig, da der Trichter nur bei senkrechter Stellun: 
in das untere Gefäß paßt. Die Dimensionen sind so gewählt, daß der 
Apparat nach Entfernung einer Messinghúlse in eine Gerber sche Zer- 
trifuge paßt. Die beiden Messingklammern, welche sonst die Hils 
halten, stützen hier den Apparat. Eine aufgestúlpte Gummikapp 
schützt den Boden des unteren Gefäßes beim Zentrifugieren. Der 
verwendbare Raum des Scheidetrichters beträgt etwa 30 ccm. 

Der Apparat läßt sich noch bei manchen anderen Laboratoriun: 
arbeiten gut verwenden, wo es sich um eine scharfe und quantitativ 
Trennung kleinerer Flüssigkeitsmengen handelt. Er ist zu beziehe 
bei der Handelsgesellschaft für Laboratoriumsbedarf m. b. H., Langen- 
wiese in Thüringen. 


a3 


Methode der Jodbestimmung in natürlichen, nicht jodierten Salzen. 

Bei dem minimalen Jodgehalt der meisten Salze fällt die direkt‘ 
Titration, wie wir sie bei den jodierten Salzen beschrieben haben. 
selbstverständlich außer Betracht. In gewissen Salzmutterlaugen kanı 
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ie aber angewendet werden. Man verfuhr im allgemeinen nach dem 
olgenden Konzentrationsverfahren: 

Je nach dem erwarteten Jodgehalt wird eine mehr oder weniger 
zroße Salzmenge, meist 100g bis 1kg, gelegentlich auch mehrere 
Kilogramm, unter Zusatz von Phenolphthalein und so viel Pottasche- 
Oeung aufgekocht, daß die Flüssigkeit rot gefärbt bleibt. Dabei fallen 
Ca und Mg als Carbonate aus. Man filtriert; wenn man eine sehr große 
Salzmenge in Arbeit hat, dampft man die Lösung in einem Emailletopf 
ein, bei kleineren Mengen besser unter stetem Umschütteln in einem 
geräumigen Kolben aus Jenaer Glas. Wenn sich reichlich Kochsalz 
ausscheidet, kühlt man ab und filtriert durch eine Nutsche. Das Salz 
wird zwei- bis dreimal mit kleinen Mengen Wasser ausgewaschen, 
wobei natürlich ein beträchtlicher Teil davon wieder in Lösung geht. 
Das Filtrat samt Waschwasser wird von neuem konzentriert und so 
fortgefahren, bis die Lösung nur noch 100 bis 150 ccm beträgt. Dann 
dampft man, am besten in einem 400 ccm fassenden Kolben unter 
kräftigem Umschütteln so weit ein, daß nur noch ein feuchter Salzbrei 
übrigbleibt. Man trägt Sorge, daß dieser an keiner Stelle ganz trocken 
wird. Man setzt dann das Vier- bis Sechsfache an starkem Alkohol 
zu, kühlt ab, saugt den Salzbrei ab und wäscht mit Alkohol nach. 
Die Waschflüssigkeit wird am besten besonders aufgefangen. Das 
Filtrat wird nun destilliert, wobei man auch wieder durch Schütteln 
ein Überspritzen verhindern muß. Wenn der Alkohol übergegangen 
ist, dampft man über freier Flamme wieder bis zum feuchten Salzbrei 
ein, setzt nun den Waschalkohol der letzten Filtration zu, wobei wieder 
reichlich Salz ausfällt. Man filtriert wieder und destilliert wieder ab, 
wie vorhin. Der jetzt verbleibende Salzbrei wird nochmals mit wenig 
Alkohol ausgezogen und dieser in einer Platinschale nach dem Ver- 
dünnen mit demselben Volumen Wasser zur Trockne verdampft. Man 
fährt nun mit der Alkoholbehandlung von jetzt an unter Zusatz einiger 
Tropfen Pottaschelösung fort, bis nur noch ein kleiner Rückstand 
verbleibt, glüht diesen schwach unter Zusatz von Pottasche und ver- 
arbeitet ihn weiter, wie bei Wasser angegeben ist. 

Die Methode ist sehr mühsam wegen der Notwendigkeit, die siedende 
Kochsalzlösung ununterbrochen zu schütteln. Dampft man, wie es bei 
Versuchen mit mehr Material, so bei einem Versuche mit 10 kg Salz, ge- 
macht wurde, in einem Emailletopf ein, so läßt sich das Salz großenteils 
mit einer Schaumkelle ausschöpfen. Mit der Zeit bilden sich aber am 
Boden des Topfes kompakte Salzkrusten, welche kaum entfernt werden 
können. Kleinere Mengen in Emaillegeschirr einzudampfen, ist unange- 
nehm wegen Krusten, die sich an den Wandungen des Gefäßes bilden und 
leicht eintrocknen und dann überhitzt werden. Sie können etwas Jod ein- 

schließen, welches nicht gut mit kleinen Wassermengen auszuwaschen ist. 
Biochemische Zeitschrift Band 139. 27 


404 Th. v. Fellenberg: 


Die Resultate mit dieser Methode waren befriedigend. Klei: 
zugesetzte Jodidmengen wurden wiedergefunden. 

Man versuchte auch andere Methoden, z. B. eine von Koettstorf: 
für die Jodbestimmung in Meerwasser angegebene. Meine Resulta: 
fielen aber zu niedrig aus. Es gelang nie, alles Jod unter den gegeber: 
Bedingungen úberzudestillieren; ein beträchtlicher Teil blieb jew+: 
im Rückstande. 

Ferner wurde versucht, die konzentrierte Salzlósung unter Zus: 
von salpetriger Säure fünf- bis sechsmal mit 5%, Chloroform vw: 
Tetrachlorkohlenstoff auszuschütteln und die Chloroformlósung o 
gemäß weiter zu verarbeiten. Die Methode scheint sehr einfach ur: 
hätte große Vorzüge vor der langwierigen Eindampfmethode. Ler: 
aber zeigte es sich, daß es unmöglich ist, das Jod auf diese Wei: 
quantitativ aus konzentrierten Salzlösungen auszuschütteln. D: 
Extraktion aus Salzlösungen geht bedeutend schlechter als aus wässen?: 
Lösung. Deshalb hat ja auch Winkler?) bei seinem ähnlichen Vorgete: 
bei Meerwasser einen Kontrollversuch mit einer entsprechend r- 
sammengesetzten Salzlösung vorgenommen. 

In letzter Zeit wurden Versuche nach einem vierten Verfahr: 


vorgenommen, welches sehr aussichtsreich scheint, aber erst néi 


genauer ausgearbeitet werden muß, 


Methode der Jodbestimmung in pflanzlichen Materialien. 
Es wurden meist 1 bis 3kg Material verarbeitet. In manche 
Fällen, besonders bei grünem Gemüse, kommt man auch mit weniger a: 


Die Methode besteht im Prinzip im Verbrennen unter Alb ` 


zusatz, Auslaugen der Asche und Verarbeiten nach den oben angegeben': 
Vorschriften. 
Bei der Verbrennung muß Alkali unbedingt in ziemlich großer: 





Überschuß vorhanden sein, sonst kann ein Teil des Jods als HJ ent: ` 
weichen. Die Verbrennung muß bei möglichst niedriger Temperat: ` 
vorgenommen werden, da Alkalijodid, wie ja auch Chloride, bei hell! ` 


Rotglut etwas flüchtig sind. Andererseits muß aber die Verbrennun: 
möglichst vollständig durchgeführt werden, da sonst in der Koll 
erhebliche Mengen Jod zurückbleiben. Bei Untersuchungen über di 
Bestimmung der Mineralstoffalkalitát von Lebensmitteln?) konnte di 
Erfahrung gemacht werden, daß die Verbrennung am besten, d. h. ar. 
schnellsten und bei geringster Zufuhr von Wärme vor sich geht, went 
die anorganischen Säuren einschließlich die in organischer Bindung 


1) Zeitschr. f. analyt. Chem. 17, 305, 1878. 

2) S. Kapitel 1. 

3) Mitteil. a. d. Geb. d. Lebensmittelunt. u. Hyg., Veröffentl. vom Fid- 
genössischen Gesundheitsamt 7, 81—116, 1916. 
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vorhandenen sáurebildenden Elemente (P, S) und die Basen in einem 
solchen gegenseitigen Verháltnis da sind, daB die Basen ein wenig 
überwiegen. Andererseits verbrennt die Substanz um so leichter, je 
mehr die Erdalkalien gegenüber den Alkalien vorherrschen. 

In unserem Falle darf man sich nun nicht damit begnügen, die 
anorganischen Basen nur schwach überwiegen zu lassen, um eine leichte 
Verbrennung zu gewährleisten, weil doch die Möglichkeit vorhanden 
ist, daß bei der Verbrennung starke, wenig flüchtige organische Säuren 
entstehen, welche HJ austreiben können. Man erhält tatsächlich zu 
niedrige Werte beim Arbeiten mit nur geringem Alkalizusatz. Hin- 
gegen kann die Verbrennung erleichtert werden durch Zusatz von 
Calcium in Form von Hydroxyd. Teils arbeitete man mit Kalkmilch 
allein, teils wurde daneben noch Pottasche verwendet, da der Kalkbrei 
die Substanz meist nicht so gut benetzt und durchdringt. 

Man geht am besten folgendermaßen vor. Das Material wird in 
einer geräumigen, flachen Eisenschale mit je 7 g zu einem feinen Brei 
verriebenem Calciumhydroxyd und 3 ccm Pottaschelösung auf je 100 g 
Substanz versetzt und mit so viel Wasser verdünnt, daß beim darauf- 
folgenden Kochen alles gleichmäßig benetzt wird. Man dampft auf 
einem Gasofen ein, trocknet und verbrennt vorsichtig. Obst, Kartoffeln, 
Rüben und andere saftige Materialien können vorteilhaft durch eine 
Fleischhackmaschine gelassen werden. Man dampft am besten zuerst 
den flüssigen Anteil ein und setzt dann erst den festen hinzu. Sind 
verholzte oder sonst harte Materialien, wie etwa Getreide, zu ver- 
brennen, so empfiehlt es sich unter Umständen, sie zuerst im Auto- 
klaven mit den basischen Zusätzen ungefähr 1, Stunde auf 2 bis 3 Atm. 
zu erhitzen. 

Bei der Verbrennung ist es nicht günstig, zu dicke Schichten 
feuchten Materials auf einmal in die Schale zu bringen, besonders 
bei stärkehaltigen Nahrungsmitteln, da sonst das Wasser nicht gut 
entweichen kann. Auch empfiehlt es sich, zuerst bei geringer Hitze 
zu entwässern und dann erst allmählich die Temperatur zu steigern. 
Das Material wird von Zeit zu Zeit mit einem flachen Eisenstab gerührt 
und gewendet. Es soll sich nicht entzúnden; wenn es an einzelnen 
Stellen ins Glühen kommt, bedeckt man diese mit etwas unverbrannter 
oder bereits veraschter Substanz, damit etwa bei Glühtemperatur sich 
verflüchtigendes Jodalkali Gelegenheit hat, sich daran wieder zu 
kondensieren. Zum Schluß erhitzt man die Ränder der Schale noch 
besonders, weil sich da meist Krusten von organischer Substanz an- 
gesetzt haben. 

Die Verbrennung kann bei Gemüsen und Früchten in der Regel 
so gut wie vollständig zu Ende geführt werden, bei Getreide ist dies 
bedeutend schwieriger. Wenn die Veraschung so weit wie möglich 
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fertig ist, kocht man die Asche fünf- bis sechsmal mit ziemlich vi- 
Wasser aus und saugt jedesmal auf der Nutsche gut ab. Das Filtra: 
soll farblos oder ganz hellgelb gefärbt sein. Wenn sich erheblict- 
Mengen unverbrannter Kohle vorfinden, so verbrennt man nochma: 
und laugt wieder aus. Die vereinigten Filtrate werden in einem Gli: 
kolben eingedampft. Ist nicht viel Material verwendet worden. « 
kann man in manchen Fällen ohne weiteres nahezu zur Trockne e. 
kochen und den feuchten Rückstand mit Alkohol extrahieren. D- 
alkoholische Lösung verarbeitet man weiter wie bei Wasser. 


Ist viel Material verbrannt worden oder fängt die Lösung ker 
Eindampfen zu scháumen an, so setzt man Phenolphthalein zu uni 
neutralisiert mit HCl (1:1) nahezu bis zur Entfärbung, dann dam 
man weiter ein und wiederholt die Neutralisation von Zeit zu Zen 
da sich die Lösung immer wieder rot färbt. Zum Schluß wird t: 
schwach alkalischer Reaktion bis zum Salzbrei eingedampft: und dies: 
mit Alkohol behandelt und weiter verarbeitet, wie bei der Ji 
bestimmung in Salzen angegeben. Unbedingt notwendig ist die: 
Neutralisation bei kieselsäurereichen Nahrungsmitteln, also bei grin: 
Gemüsen und ganz besonders bei Gras, da sonst Natriumsilikat : 
die alkoholische Lösung gelangt und später stört. Nach der Haup! 
neutralisation hat sich bei Gras so viel Kieselsäure ausgeschieden, dai 
man gut tut, sie abzusaugen, auszuyaschen und das Filtrat weit: 
unter sorgfältiger Neutralisation einzudampfen. Zum Schluß ve- 
wendet man nicht mehr die starke, sondern nur noch n HCl. Sollt 
man aus Versehen angesáuert haben, so setzt man sogleich einiz 
Tropfen Pottaschelösung zu. Die Lösung soll stets gegen Phen! 
phthalein, nicht nur gegen Methylorange alkalisch reagieren. 


Methode der Jodbestimmung bei tierischen Materialien. 


Fleisch und andere feste Materialien werden mit !/,, ihres Gewichte 
gelöschtem Kalk und derselben Menge Pottaschelósung (800 bis 98: 
im Liter) im Autoklaven Y, bis 1, Stunde auf 2 Atm. erhitzt, wob: 
es nahezu ganz in Lösung geht. Bei Eiern, Blut, Milch genügt en 
Mischen mit den genannten Zusätzen. Milch erfordert übrigens ein: 
kleineren Zusatz, nur etwa die Hälfte. Man verascht wie bei den pflan:- 
lichen Materialien. Meist bleibt viel unverbrannte Kohle zurück 
Man muß also nach dem Auslaugen weiter verbrennen. Sollte ds 
Filtrat mehr als ganz schwach gelblich gefärbt sein, so muß es in ein’ 
eisernen Schale verdampft und nochmals ganz schwach geglüht werden 
sonst bleibt ein großer Teil des Jods im alkoholunlöslichen Rückstand 
Die Neutralisation des Filtrats kann hier meist umgangen werden. 
Im übrigen fährt man fort, wie oben angegeben. 
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Methode der Jodbestimmung in Fetten und Ölen. 

Fette und Ole müssen vor der Verbrennung verseift werden. Man 
setzt zu je 100g Material 10g reines Kaliumhydroxyd [Merck]!), welches 
zuvor in ganz wenig Wasser gelöst worden ist, fügt 50 ccm Alkohol 
(95 proz.) zu und erhitzt 1, Stunde am Rückflußkühler auf dem Wasser- 
bade, destilliert dann den Alkohol größtenteils auf dem Wasserbade 
ab, bringt die Seife in eine eiserne Schale, fügt auf je 100g Fett 5g 
gelöschten Kalks zu und erhitzt so, daß eine trockene Destillation der 
Seife eintritt. Die Entzündung wird möglichst vermieden. Am besten 
läßt sie sich verhüten, wenn man nur kleinere Mengen auf einmal 
in einer geräumigen Schale erhitzt. Zum Schluß glüht man schwach, 
wobei man die Ränder der Schale noch besonders erhitzt und laugt 
aus. Es bleibt stets etwas Kohle zurück, die nun noch fertig verbrannt 
wird. In der Regel ist die Lösung gefärbt und muß eingedampft 
und nochmals geglüht werden. Im übrigen wird verfahren, wie 
oben angegeben. l 


4. Über den Jodgehalt von Speisesalzen. 

Die Untersuchung unserer schweizerischen Salze wurde besonders 
deshalb aktuell, weil die Hypothese von Hunziker (Adliswil) aufgestellt 
und in letzter Zeit hauptsächlich von Eggenberger verfochten worden 
ist, der Kanton Waadt sei vom Kropf verschont, weil die Bevölkerung 
das jodhaltige Salz von Bex konsumiere, die übrige Schweiz hingegen, 
besonders auch die an die Waadt grenzenden Teile des Kantons Freiburg, 
litten mehr oder weniger an Kropf, da dort nur das jodfreie Salz der 
Vereinigten schweizerischen Rheinsalinen zur Verfügung stehe. Die 
genannten Forscher stützen sich dabei auf eine Analyse von Brunner 
aus dem Jahre 1883, wonach die Sole von Bex damals 11 mg MgJ, 
(= 10 mg J), die Mutterlauge 201 mg Mg J, (= 183 mg oder 183000 y J) 
im Liter enthalten haben: soll. 

Neuere Untersuchungen von Dutoit und von Arragon zeigten nun, 
daß von solchen Jodgehalten heute keine Rede sein kann. Sie konnten 
in der Mutterlauge Spuren, in der Sole kein Jod nachweisen. Fleissig?) 
fand in der Mutterlauge 2000 bis 2300 y Jod, womit unsere Unter- 
suchungen (s. unten) gut übereinstimmen. In der Sole konnte auch 
er kein Jod nachweisen. Trotz der heutigen Analysen und obgleich 
von waadtlándischen Forschern, Galli-Valerio, Messerli, darauf hin- 
gewiesen wird, daß der Kropf auch im Kanton Waadt recht verbreitet 
ist, hält Eggenberger an der genannten Hypothese fest, in der Über- 
legung, daß der Jodgehalt der Sole vermutlich ein wechselnder sei, 





1) Das Mercksche Kaliumhydroxyd, D. A. B.V., in Stangen erwies sich 
als jodfrei. 
2) Schweiz. Apoth.-Ztg. 60, 596, 1922. 
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daß er vor 40 Jahren der Analyse von Brunner entsprochen und dadurri 
bei der früheren Generation zur Verhütung des Kropfes beigetrage: 
haben kónne. 

Herr Dr. Eggenberger verschaffte mir den größeren Teil der Salz. 
deren Untersuchung im folgenden besprochen wird. Er unternahm 
im vorigen Herbste eine Reise nach Südfrankreich eigens zu der 
Zwecke, mir einwandfreie Proben von Solen, Mutterlaugen und Salz: 
aus den dortigen Salinen und von anderen dort konsumierten Salzen. 
sowie auch Meerwasserproben zu verschaffen. Ich möchte Her 
Dr. Eggenberger auch an dieser Stelle für seine Bemühungen mein: 
verbindlichsten Dank aussprechen. Ebenso danke ich Herrn Dr. Palt:, 
Direktor der Vereinigten schweizerischen Rheinsalinen, und Her. 
Payot, directeur de la Société vaudoise des Mines et Salines de Bu 
für die Zuvorkommenheit, mit welcher sie mir zahlreiche Proben a. 
ihren Betrieben bereitwilligst zur Verfügung stellten. 

Meine ersten Versuche, den Jodgehalt in diesen Salzen festzustelk: 
wurden nach Koettstorfer (l.c.) durch Destillation des gelösten Salz 
mit FeCl, und H,SO, oder HCl vorgenommen. Man verwendete tr 
in Bern gekauftes Salz der Rheinsalinen in Mengen von Lé bis lk 
und fand kein Jod darin. Man prüfte dann die Methode an einer 
jodierten Salze mit 700 y KJ im Liter, indem man 100 g des Sal, 
in 800 ccm Wasser löste, mit 1 g FeCl, und 10 ccm konzentrierter Hi 
versetzte und von der Lösung dreimal 200 ccm abdestillierte. Mz 
fand in der 





ersten Fraktion . . . . 60y 
zweiten ` co... Oy 
dritten e co... 40y 

170 y KJ, 


statt 700, also nur 409%. 

Einige andere Versuche, auch mit kleineren Mengen, fielen nic: 
wesentlich besser aus. Die Methode bewährte sich also für uns” 
Verhältnisse nicht. Man verließ sie daher und ging zu dem oben t 
schriebenen Konzentrationsverfahren über. 

Einige Versuche mit je l kg des erwähnten Salzes gaben ati 
nach diesem Verfahren kein Jod, während kleinere, zugesetzte Jo 
mengen wiedergefunden wurden. Man bezog daher neuerdings Im 
1. Juli 1922) einen größeren Posten Salz, diesmal von einer new: 
Sendung, und verarbeitete 10 kg, wovon 2 bis 3 kg noch von der erst 
Probe stammten. Zu unserer Überraschung erhielt man nun eir 
starke Farbenreaktion, die 85 y, also 8,5 y im Kilogramm Salz entsprach 
Man wiederholte den Versuch mit 1kg Salz und erhielt 10,0 y, ferner m! 
200 g und fand 9,5 y Jod im Kilogramm. Damit war zum erstenmal Jol 
im Salze der Vereinigten schweizerischen Rheinsalinen gefunden worden 
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Fine Mutterlauge von Schweizerhalle, die mir am 19. Juli zu- 
ssandt worden war, enthielt 140 y Jod im Liter. 

Man untersuchte nun die Solen und Salze einer ganzen Siede- 
eriode von Schweizerhalle. Am 20. August wurde die Pfanne in Betrieb 
esetzt. Jede Woche erhielt ich eine Probe der Sole und des aus- 
ehobenen Salzes. Am 16. Oktober ließ man die Pfanne eingehen. 
He Tabelle VI gibt die betreffenden Zahlen wieder. Wir fügen die 
ben gegebenen Werte, sowie den Jodgehalt eines Vakuumsalzes von 
chweizerhalle bei. 


Tabelle VI. 


Jodgehalte von Proben einer Siedeperiode und einiger anderer Salze 
von Schweizerhalle. 























jl 
Darum d EE 

20. VIII. (Rohsole) . . | 14 | = 
28 VIE. u ns | 16 0 
O A 37 0,8 
PIX: a yi | 43 1,8 
1-3 A | 43 5,0 
25. O. A AE E N E 46 5,6 
ENNEN 46 | 68 
> EENEG 50 | 7,7 
16. X. (Mutterlauge). .| 50 | 7,7 
V. (in Bern gekauft). . | — 0 

1. VI. (in Bern gekauft) : — 10,0 
19. VI. (Mutterlauge) .| 140 = 
30. VII. (Vakuumsalz) . | — | 6,2 


Während der Siedeperiode fließt stets neue Sole in die Pfanne. 
Man hätte ein regelmäßiges Ansteigen des Jodgehaltes erwarten sollen. 
Weder bei der Sole, noch bei den Salzen steigt der Gehalt jedoch gleich- 
mäßig an, die Zunahme erfolgt mehr ruckweise. Auch erreichen selbst 
die jodreichsten Proben nicht ganz den Wert, der bei der in Bern am 
1. Juli gekauften Probe gefunden worden war. Der Jodgehalt der 
Mutterlauge vom 16. Oktober beträgt nur etwa ein Drittel von dem 
der früheren Lauge vom 19. Juli. 


Alle diese Tatsachen sprechen deutlich dafür, daß der Jodgehalt 
der Rheinfeldener Sole ein ungleichmäßiger ist. 


Herr Prof. Tschirch hat dies (nach mündlicher Mitteilung) theo- 
retisch vorausgesehen. Nach seiner Ansicht wäre es viel erstaunlicher, 
wenn der Gehalt ein stets gleicher wäre. Die Salzlager pflegen nach 
unten durch eine Gipsschicht, nach oben durch eine Anhydritdecke 
abgegrenzt zu werden. Wegen ihrer außerordentlichen Leichtlöslich- 
keit müssen sich die Jodide in der obersten Schicht des Salzlagers 


410 Th. v. Fellenberg: 


ausgeschieden haben, oder sie befinden sich dort noch in der vorhandener: 
Feuchtigkeit gelöst. Nun muß man wohl annehmen, daß die Anhydrit- 
decke da und dort Undichtigkeiten aufweist, durch welche Wasser 
von oben eindringen kann. Durch diese Infiltrationen, welche von 
äußeren Umständen, vom Grundwasserstand, wohl auch von der 
Menge des eingepumpten Wassers und der ausgepumpten Sole abhängen. 
gelangen bald größere, bald kleinere Mengen von der oberen, jodid- 
haltigen Schicht in die Sole. 

Auch bei jodhaltigen Quellen wurde schon beobachtet, daB da: 
Abfließen des Jods sehr unregelmäßig erfolgen kann. So fande: 
L. Rivier und R. v. Fellenberg!) im Jahre 1853, nachdem mehrer 
Forscher zu ganz verschiedenen Resultaten gekommen waren, daB di: 
Mineralquelle von Saxon im Kanton Wallis in kurzen Intervaller. 
wechselnde Jodmengen abgibt, die von 0 bis 100 mg im Liter schwankten. 

Das Vakuumsalz von Schweizerhalle, ein feinkörniges, sehr reine: 
Salz, wird nach chemischer Reinigung der Sole gewonnen und durch 
Ausschleudern abgetrennt. Sein verhältnismäßig ziemlich hoher Jod- 
gehalt erklärt sich daraus, daß die Mutterlauge stets wieder in den 
Prozeß zurückkehrt. 

Wenden wir uns nun den Produkten der Saline von Bex zu. Hier 
wird auch ein Vakuumsalz gewonnen, aber nach einem anderen Ver- 
fahren als in Schweizerhalle. Das früher auch angewendete Siede- 
verfahren wurde während des Krieges wegen der steigenden Kohlen- 
preise verlassen. Das Vakuumverfahren ist das von Piccard. Die 
ganze Sole wird auf einmal im Vakuum verdampft, wobei nur eine 
kleine Menge Mutterlauge abfällt. Es ist vorauszusehen, daß hier 
ein bedeutend größerer Teil des Jods im Salze bleiben muß als beim | 
Siedeverfahren. Die Tabelle VII gibt unsere Werte wieder. Das Sal: 
wurde uns in fünf Paketen zu l kg von der Saline zugesandt. Man 
brachte es ohne gründliche Mischung in eine Pulverflasche in der 
Meinung, es stamme vom gleichen Salzhaufen und sei einheitlich. 
Die Analysen — es wurden 16 ausgeführt — stimmten nicht gut. Ver- 
mutlich war das Salz doch nicht einheitlich gewesen. Wir führen da 
Mittel aus unseren Bestimmungen an. 


Tabelle VII. Jodgehalte der Produkte der Saline von Berx. 








Jimk 
bae es Liter 
EE dee 
lá oe O a t 215 
Mutterlauge . ............. | 2150 
Kondenswasser aus dem Vakuumapparat | 1,0 
SE SEO a 260 


1) Liebig und Kopp, Jahresber. 1853, S. 714. 
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Aus unseren Zahlen. kann man den Schluß ziehen, daß auf 1 Liter 
Sole etwa 60 ccm Mutterlauge abfallen. Es ist mir indes nicht bekannt, 
ob dies wirklich zutrifft.. Wir hätten dann ungefähr folgende Ver- 
teilung bei der Aufarbeitung: 1000 ccm Sole mit 215 y J liefern: 


330g Salz mit . ..... 867 J(= 260 y im Kilogramm), 
610 ccm Kondenswasser mitt  0,6yJ(= 1 y im Liter), 

60 cem Sole mit. . . . . 129y J(="2150y,, » 
1000 215,6 | 


Die Rechnung ist nur approximativ: das spezifische Gewicht der 
Sole und Mutterlauge ist nicht berücksichtigt worden. Bei dem Vakuum- 
verfahren nach Piccard gelangen ungefähr 40%, des in der Sole vor- 
handenen Jods in das Salz. Von einer Verflüchtigung wesentlicher 
Jodmengen beim Verdampfen der Sole kann nicht gesprochen werden 
angesichts der minimalen Jodmenge, die sich im Kondenswasser findet. 

Vergleichen wir nun die Salze von Schweizerhalle und Bex, indem 
wir bei den ersteren Salzen den Mittelwert der ganzen Siedeperiode 
wählen, so finden wir ein Verhältnis von 4,4: 260. Das Salz von Bex 
ist also bedeutend jodreicher. ‘Es wird aber nicht direkt dem Konsum 
zugeführt, sondern erst nach dem Vermischen mit zwei Teilen Meersalz 
der Aigues Mortes von Montpellier, da es wegen seiner feinkörnigen 
Beschaffenheit in den Haushaltungen nicht beliebt ist. Da dieses 
Meersalz (s. Tabelle VIII) nur 0,4 y J enthält, wird dadurch der Jod- 
gehalt des im Kanton Waadt tatsächlich konsumierten Salzes auf 
88 y im Kilogramm heruntergesetzt. 

Durch einen täglichen Konsum von 10g Salz erhält der Waadt- 
lánder 0,88 y Jod. Die schweizerische Kropfkommission schlágt fiir 
die Kropfprophylaxe ein Salz mit 5 mg KJ im Kilogramm vor. Durch 
10 g dieses Salzes werden täglich 38,3 y Jod aufgenommen, also 43 mal 
mehr als durch das waadtländische Salz. Wir. wir sehen werden, bewegt 
sich der Jodgehalt unserer gewöhnlichen Nahrung in solchen Grenzen, 
daß der Gehalt des heutigen Bexsalzes dabei keine ausschlaggebende 
Rolle spielen kann. 

Einen gewissen, aber nicht allzu sicheren. Anheltspunkt.darüber, 
ob der Gehalt der Sole von Bex früher ein höherer gewesen sei, gab 
eine Mutterlauge von dort aus dem Jahre 1914, welche mir von Dr. Eggen- 
berger übergeben wurde. Er hatte sie von der Minenverwaltung erhalten. 
Die Lauge hatte an der Landesausstellung als Demonstrationsobjekt 
gedient. Sie war nach dem Siedeverfahren erhalten worden und hätte 
deshalb, auch wenn sie aus der heutigen Sole gewonnen worden wäre, 
bedeutend mehr Jod enthalten müssen als die Piccardmutterlauge. 
Man fand 5750 y im Liter. 


Brunner fand 1883 in seiner Sole 18,3 mal weniger Jod, als in der 
Mutterlauge. Wenn wir dieses Verhältnis zugrunde legen, so berechnet 


rr 
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sich der wahrscheinliche Gehalt der Sole von 1914 zu 314 y. Er wäre also 
1,5 mal höher als in der Sole von 1922. Der Unterschied ist zu gering. um 
mit Sicherheit auf eine Veränderung in den letzten 8 Jahren zu schließen. 
Nun ist es aber trotzdem wahrscheinlich, daß auch der Gehalt der Ber. 
Sole ein wechselnder ist. Die Möglichkeit ist nicht von der Hand zu weisen, 
daß die Analyse von Brunner aus dem Jahre 1883, über die leider in der 
Literatur nichts zu finden ist, richtig war. Damals wurde das Salz nach 
Angaben der Minenverwaltung in ganz anderen Schichten gewonnen, al: 
gegenwärtig. Brunners Analysen könnten zufällig mit einer Sole aus einer 
besonders jodreichen Schicht ausgeführt worden sein. Andererseits könnte 
die Sole zu gewissen Zeiten auch viel jodärmer sein, als unsere Analys 
angibt. Es läßt sich darüber nichts Sicheres sagen. 


Die Tabelle VIII gibt eine Zusammenstellung unserer Jol- 
bestimmungen von Produkten südfranzösischer Salinen. 

Als ich diese Proben erhielt, glaubte ich, die lästige Konzentrations- 
bestimmungsmethode durch die theoretisch viel einfachere, direkt: 
Extraktion des mit Nitrit und Schwefelsäure in Freiheit gesetzten 
Jods durch Chloroform ersetzen zu können. Die Arbeit Winklers (1. c.i. 
der bei Meerwasser ähnlich, aber unter Beobachtung bestimmter Vor- 
sichtsmaßregeln vorging, war mir damals noch nicht bekannt. Mar 
prüfte die Methode vorerst an der Mutterlauge von Bex und ging dabei 
folgendermaßen vor: 

50 ccm Mutterlauge wurden nach Zusatz von etwas Nitrit uni 
Schwefelsäure dreimal mit je 2,5ccm über Pottasche destilliertem 
Chloroform ausgeschüttelt. Die Trennung ging sehr schön vor sich. 
Man goß das Chloroform in einen kleinen Scheidetrichter, wodurch 
es von den letzten Tröpfchen Mutterlauge befreit wurde, schüttelte 
es mit ein wenig verdünnter Pottaschelösung zur Aufnahme de: 
Jods, dampfte die Lösung ein, glühte sie schwach, löste sie wieder 
in Wasser und titrierte nach Winkler. Bei Mutterlaugen kam man 
in der Regel mit 50ccm aus, bei Solen wurden einige 100 ccm. 
bei Salzen meist 300 g zum Liter gelöst, verwendet. Die Bestimmungen 
wurden kolorimetrisch vorgenommen und bei hohen Gehalten nachher 
durch die Titration ergänzt. 

Da ein Teil des Jods als Jodat vorhanden sein konnte, wurde 
nach der Chloroformextraktion eine Reduktion mit Bisulfit vor- 
genommen, dann abermals mit Nitrit im Überschuß versetzt und 
nochmals wie vorher mit Chloroform ausgeschüttelt. Die Bisulfit- 
und die Nitritlösung wurden aufeinander eingestellt, damit man sicher 
war, jeweils einen kleinen Überschuß der gewünschten Lösung zuzu- 
setzen. Auf 100 ccm Salzlösung nahm man 1 ccm 1proz. Nitritlösung. 

In einzelnen Fällen, wo wenig Jod erwartet wurde, reduzierte 
man zuerst und bestimmte dann das gesamte Jod zusammen. Doppel- 
analysen stimmten in der Regel gut. 
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Unsere Mutterlauge von Bex gab nach dieser Methode 2050 y Jod, 
einen Wert, der mit dem früher gefundenen gut übereinstimmte. Jodat 
wurde nicht darin gefunden. Da die Methode bei dieser jodreichen 
Lauge ein so gutes Resultat ergeben hatte, ging man daran, die süd- 
französischen Salze und Laugen so zu analysieren. Nachher zeigte 
es sich dann leider, daß die Methode bei den allerkleinsten Jodgehalten 
zu niedrige Werte liefert. Bei höheren Gehalten ist sie schon zu ge- 
brauchen, besonders, wenn man die Salzlösung noch mit Wasser ver- 
dünnt. 

Da die Hauptmenge unseres Materials verbraucht war, konnten 
nur einige wenige Analysen nach dem gewöhnlichen Verfahren wiederholt 
werden, und zwar zum Teil mit recht geringen Mengen. Wir geben 
beide Analysenreihen in unserer Tabelle. 


Tabelle VIII. 
Jodgehalte südfranzösischer Solen, Mutterlaugen und Salze und von Meerwasser. 


| y J nach dem | Y J nach 
Extraktionss d Konzens 
| verfahren | trationss 

















verfahren 
samt» 
D Jodia | als Jodat; Geet S 
Mines et Salines de Dax, Dép. Landes. | 
Sl: a a ia ao as a 3,1 16 | — 
Mutterlauge . ................ 200 3 — 160 
Salz aus Pfanne D (6 Tage in Betrieb). . |! 0,45 0 E 
sn TT B (4 47 sn TT „ EE 0,6 0 i 3,1 
Feinstes Eltere de Ae ee AE SE re | 3,5 sa, D SE 
Salines de Béarn. | | 
Elei a a a A E art Bir | 2,0 10 40 
Mutterlauge ............ EECH | 110 10  — 
Salz ab Pfanne, feucht . ............ | 0 0 | — 
Saline de Briscous. | | 
E AO Lä 69 | 18 
Meersalze. | 
Salz vom Atlantischen Ozean. . ....... | 10 5 o — 
Nicht gewaschenes Salz von 1921, Villeroy b. Cette | 0 0 il 03 
Gewaschenes Salz von 1922, Villeroy bei Cette . 1,1 — y — 
Salz der Aigues Mortes bei Montpellier . . WW 0,4 A S 
‚ organisch 
| gebun» 
Meerwasser. .\ ‚denes Jod 
Strandwasser von Biarritz (Atlant. Ozean) . 19 20 "18 
Meerwasser vom Etang du Than (Mittelmeer) . 9 0 0,3 
Mutterlauge vom Salzteich von Villeroy b. Cette 21 | 0 , — 


Diese Produkte sind alle sehr jodarm. Bex dominiert bei weitem. 
Auffallen mag besonders der äußerst niedrige Jodgehalt der Meersalze. 
Weil es allgemein bekannt ist, daß Jod im Meere vorkommt, wird 
häufig der ganz falsche Schluß gezogen, auch das Meersalz müsse 
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jodreich sein. Dies ist aber durchaus nicht der Fall, denn erstens ist 
schon das Meerwasser sehr jodarm, da das anorganische Jod, wo es 
auftritt, immer sehr schnell von den pflanzlichen und tierischen Orga- 
nismen aufgenommen wird, sodann bleibt das Jod beim Auskristallisiere: 
des Salzes größtenteils in der Mutterlauge und schließlich läßt mar 
das Meersalz monatelang im Freien liegen, wobei es durch Regen un: 
Tau ausgelaugt werden kann und wo vor allem der Jodverlust, den 
wir bei den künstlich jodierten Salzen festgestellt haben, eintreten 
muß. Die zeitliche Abnahme im Jodgehalt sehen wir bei den beiden 
Salzen von Villeroy. Das frische Salz enthält eine Spur Jod, obgleich 
es gewaschen worden ist, eine Operation, die man in früheren Jahr: 
nicht vornahm. Das ein Jahr alte Salz ist jodfrei, obgleich es nicht 
künstlich gewaschen wurde. _ 

In den Meerwässern von Biarritz und Than wurde noch das orga- 
nische Jod bestimmt, indem die Salzlósung nach der Extraktion 
alkalisch gemacht, eingedampft und geglüht wurde. Es ließ sich r ` 
Übereinstimmung mit Gauthier etwas organisches Jod auffinden. | 

Daß die Mutterlauge von Villeroy nicht mehr Jod enthält, háng: 
jedenfalls damit zusammen, daß dieses von Organismen aufgezehr 
worden ist. Eggenberger bemerkte, als er die Probe entnahm, in dem 
Salzteich eine intensive Vegetation roter Algen. 

Im Anschluß an diese Meerwasseranalysen seien noch einige Zahlen 
wiedergegeben, die bei einem Meerestang (vermutlich Fucus) gefunden 
wurden, den Dr. Eggenberger am Strande von Biarritz aufhob. Außer- 
dem führen wir den Jodgehalt eines in Bern gekauften griechischen 
Badeschwammes an. Die Jodgehalte sind so hoch, daß wir sie nicht 
gut in Mikrogrammen angeben können, ohne uns in die Millionen 
zu versteigen. Wir wählen deshalb hier das Milligramm als Größen- 
ordnung. 








Tabelle IX. 
Jodgehalte von Meeresorganismen. 

D O EE d S 
ner 
|i Substanz 

Meerestang, feinste Zweige . . . . 960 
= dickere Äste . . ... 138 
u Haftscheibe `... 200 
Badeschwamm (griechischer) . . . 3870 


Bei dem Meerestang sind die assimilierenden Organe, die Blätter, 

am jodreichsten. Wir werden später sehen, daß dies auch für die Land: 
pflanzen zutrifft. 

Auf der erwähnten Reise fand Eggenberger in Bordeaux ein Kochsalz. 

welches als Nebenprodukt der Chilesalpeterraffinierung gewonnen und 
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in jener Gegend von der ärmeren Bevölkerung konsumiert wird. Dieses 
Salz gab bereits mit dem Reagens auf jodierte Salze (vgl. Kapitel 2) 
eine Reaktion, und zwar von ähnlicher. Stärke, wie das im Känton 
Appenzell konsumierte jodhaltige Kochsalz (10 mg im Kilogramm). 
Eggenberger suchte dann die betreffende Fabrik auf und machte dort 
und auch in den Spitälern von Bordeaux die notwendigen Erhebungen. 
Die folgende Tabelle enthält die Jodgehalte von Proben dieses Salzes 
sowie einiger Zwischenprodukte der Salpeterraffinierung. Wir geben 
die Zahlen wegen der hohen Werte wieder in Milligrammen im Kilo- 
gramm oder Liter an. Die Bestimmungen wurden entweder durch 
direkte Titration nach Winkler oder durch Chloroformextraktion aus- 
geführt. Hier ist letzteres Verfahren durchaus am Platze. Nach 
6 Wochen wurden einige der- Bestimmungen durch direkte Titration 
wiederholt. Wir führen die bei den beiden Konsumsalzen erhaltenen 
Werte an, weil sie uns über die Haltbarkeit beim Lagern Auskunft 
geben. 
Tabelle A. . 
Chilesalpeterraffinierung in Bordeaux: Jodgehalte von Salzen, Zwischen- 
produkten und von Salpeter. 


| mg J im kg oder Liter 





1 als s Jodid | als als Jodat 

Blaues Salzstück, Basen it 2 6 % NaCl, | | 

wohl Rohsalpeter Ree ee E E 87 
Hellgrüne Kristalldrusen, Salpeter Se j 

O ee A we ee 138 — 
Chilesalpeter, i in Bern gekauft, mit 3,4% Naci 2,6 26,2 
Salpeterlösung vor der Salzabscheidung ; | 465 0 
Salpeterlösung nach der Salzabscheidung . 2330 — 
Kochsalz aus Chilesalpeter, ungewaschen . ` 83 — 
Kochsalz aus Chilesalpeter, gewaschen, ` 

Konsumsalz . . . 2.2. 2202200. 575= 75mgK)J 0 
Dasselbe nach 6 Wochen . . ...... 3,2 — 42mgKJ — 
Konsumsalz, andere Probe. ........ ‚12,1 —15,8mgKJ — 
Dasselbe nach 6 Wochen . ......., 135 = 17,7mgKJ — 


Das Vorkommen von Jod in den Nebenprodukten der Salpeter- 
raffinierung kann uns nicht verwundern, da ja der Rohsalpeter selbst 
so reich an diesem Element ist. Ist doch das Jod im Jahre 1812 von 
einem Salpetersieder (Courtois) entdeckt worden. Höchst interessant 
ist es aber, daß das in Bordeaux gewonnene und konsumierte Salz einen 
mindestens so hohen, ja bis 31,mal höheren Jodgehalt aufweist als 
das von der schweizerischen Kropfkommission vorgeschlagene künstlich 
jodierte Kochsalz. Nach Eggenbergers Erhebungen kommen Jod- 
basedowfälle durch den Genuß dieses Salzes in Bordeaux nicht vor. 
Dies bestärkt ihn in seiner Überzeugung, daß Jodmengen von dieser 
Größenordnung auch bei uns harmlos sein werden. 


gei 
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Das eine der Salze hat bei der sechswóchigen Lagerung in einen 
lose verschlossenen Glasgefäß ziemlich viel Jod verloren ` bei der andere 
Probe wurde nach dieser Zeit etwas mehr Jod gefunden als vorher 
Die Doppelanalysen stimmen in allen diesen Fällen gut. Der Fehl: 
mag vielleicht in der Einstellung der Thiosulfatlösung liegen. 

Bei der rohen Salpeterlösung wurde auch auf Jodat geprüft. 
ebenso bei einem der Speisesalze. In beiden Fällen war keines vorhandı: 
Das ist ein eigentümlicher Befund, da nach der Literatur das Jod di 
Chilesalpeters als Jodat vorliegen soll. Vielleicht hängt dies mit d: 
Fabrikation zusammen, oder dann mag es auch jodatfreie und dafi: 
jodidreiche Vorkommen von Salpeter geben. Ein in Bern gekaufte: 
Salpeter enthielt, wie erwartet, hauptsächlich Jodat und nur wen; 
Jodid. 
5. Über den Jodgehalt von Bromsalzen. 


Da mehrfach bei Brommedikation eine Abnahme von Strumes 
beobachtet worden ist, vermutete Dr. Eggenberger, die Wirkung d: 
Bromsalze beruhe auf einem Gehalt an Jod und forderte mich zu ein: 
experimentellen Prüfung dieser Frage auf. 

Die Untersuchung wurde nach dem Konzentrationsverfahr: 
durchgeführt, wie bei Kochsalz. Wegen der größeren Löslichkeit de 
Bromide in Alkohol gegenüber den Chloriden traten zwar etwas größer 
Schwierigkeiten auf. Sie ließen sich aber leicht überwinden, da ma 
mit bedeutend geringeren Mengen auskommen konnte. 

Die folgende Tabelle enthält unsere Werte. Um eine leichte Ver- 
gleichung mit dem künstlich jodierten Kochsalz mit 5mg KJ pro Kil- 
gramm zu ermöglichen, geben wir die Zahlen auch als Milligramr 
im Kilogramm wieder, und zwar sowohl als J, wie auch als KJ. 


Tabelle XI. J IR von Bromiden und Bromal. 





[At mg J im kg Asme Klini 














N Natriumbromid DEENEN 
Ammoniumbromid, 208 verarbeitet SEE | 
Kaliumbromid, kleine Kristalle. . . . 2.2.2. | 

Se große Kristalle . . . . .... 


L A RE ò% o ẹe ò> òo ē ò ò o òo oò ò s ë % ò œo 
. e oò e òo òo ē s: ë ù% òo ò . . ò òo ē » o 


Kaliumbromat ................ | 











Die Jodgehalte sind meist nicht bedeutend; in einem Falle er- 
reichen sie jedoch den doppelten Wert des jodierten Kochsalzes. E: 
mögen natürlich noch weit jodreichere Bromsalze vorkommen, so daß di 
Möglichkeit wohl zugegeben werden muß, daß die gelegentliche Wirkung 
der Bromsalze auf den Kropf vom Jodgehalt dieser Salze herrührt. 
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Am sichersten ließe sich diese Frage natürlich beantworten durch 
Analyse solcher Bromsalze, die tatsächlich Kröpfe zum Schwinden 
gebracht haben. 


6. Jodgehalte von Trink- und Flußwässern. 

Diese Untersuchungen sind noch nicht weit gediehen. Sie sollen 
aber auf breiterer Basis wieder aufgenommen werden. Unser Berner 
Leitungswasser wurde zu verschiedenen Malen untersucht unter Ver- 
arbeitung von 100 bis 250 Litern. 

Man brachte in den Laboratoriumsdestillierapparat reine Natron- 
lauge oder Soda oder Pottasche in genügender Menge, so daß nach 
der Fällung von Calcium und Magnesium immer noch alkalische Reak- 
tion herrschte. Dies wurde als sichere Vorsichtsmaßregel gemacht, 
um jodfreies destilliertes Wasser für unsere Untersuchungen zu ge- 
winnen, da ja nach Chatin (l.c.) hartes Wasser beim Kochen sein Jod 
verlieren soll. Das gesamte Jod mußte sich nun im Rückstande befinden. 
Nachdem die gewünschte Wassermenge destilliert worden war, wurde 
unterbrochen und der Rückstand im Destillationsapparat verarbeitet. 

Man ließ auch von auswärts Trinkwasser kommen, und zwar 
von La Chaux-de-Fonds und von Signau je 100 Liter und führte damit 
je zwei Doppelbestimmungen aus. Die Gegend von La Chaux-de-Fonds 
wurde uns von Herrn Prof. de Quervain als sehr kropfarm, das Amt 
Signau als stark mit Kropf behaftet angegeben. Da war es von Inter- 
esse, den Jodgehalt der Trinkwässer aus diesen Gegenden kennen- 
zulernen. Das Wasser von La Chaux-de-Fonds verdanke ich der Freund- 
lichkeit des Herrn Polizeiinspektors P. Huguenin, dasjenige von Signau 
wurde mir durch Herrn Handelsgärtner @. Schmid geliefert. Die Ta- 
belle XII gibt unsere Resultate wieder. 


Tabelle XII. Jodgehalte von Trinkwässern. 























| yJ im Liter 
Bern, vom VI. 1922. . . 2. 2 oo re rn | 0,03 
» » 5 VILbis3BIX.......... 0,021 
e. y BEER. bis 24. IX. oa 0,077 
be » 24. IX. bis 3. Reg reet ër 0,36 
on 3. XL. 1922 bis I. 1923... .... 0,29 
La Chaux-de-Fonds, vom 4. VIII. 1922 ....| 1,40 
Signau, vom 4. VIII. 1922... 2 22.2.2... 0,067 


Die Analysen des Berner Wassers zeigen uns, daß der. Jodgehalt 
starken Schwankungen unterworfen ist. Im Winter ist er bedeutend 
höher als im Sommer. 

Die Zunahme des Jodgehaltes im Winterwasser dürfte daher 
rühren, daß in dieser Jahreszeit die Vegetation ruht und nicht, wie 
im Sommer, dem in die Erde eindringenden Regenwasser sein Jod 
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entziehen kann. So gelangt mehr Jod in das Grundwasser und damit 
in das Trinkwasser. Natürlich mögen auch die heftigen Regengüss 
des vergangenen Herbstes und Winters ein besonders rasches Ein- 
dringen des Wassers bewirkt haben, wodurch auch wieder einer Orga- 
nisierung des Jods entgegengewirkt wurde. Andererseits ist zu beachter. 
daß, wie im nächsten Kapitel gezeigt werden soll, anhaltende Regen. 
güsse weniger Jod mit sich führen als vereinzelte, spärlichere. 

Durch systematische, vergleichende Joduntersuchungen von Regen- 
und Trinkwässern während mindestens eines Jahres könnte man ver. 
mutlich feststellen, wie lange Zeit ein bestimmtes Quellwasser braucht 
um seinen Weg vom Eindringen in die Erde im Einzugsgebiet bis zum 
Hervorquellen an der Austrittsstelle zurückzulegen. 

Das Signauerwasser zeigt einen ähnlich niedrigen Jodgehalt w: 
dasjenige von Bern; das Wasser von La Chaux-de-Fonds hingegen ix 
ganz bedeutend jodreicher. Ob der Jodgehalt auch hier im Winter 
zunimmt und wie stark, müßte erst noch festgestellt werden. ` Wer 
es der Fall ist, könnte ein solches Wasser vielleicht schon einen g- 
ringeren Jodgehalt der winterlichen Nahrung bis zu einem gewissen 
Grade ausgleichen. 

Wir haben bei zwei der Wasserproben auch eine Trennung i: 
anorganisch und organisch gebundenes Jod vorgenommen. Man fani 
folgende Werte: l 
Tabelle XIII. 

Trennung in anorganisch und organisch gebundenes Jod 
bei zwei Berner Leitungswässern. 








|| Wasser vom 23. IX. || Wasser vom ARN 
I "WA | bis I. 











y J im Liter | Da  yJim Liter 


In Alkohol unlöslich, organisch . . . . | 0,073 | 20 oo n 
Mit H, SO, freigemacht, anorganisch . | 0,180 | 50 0,041 14 


„ HNO, freigemacht, anorganisch + 0,037 ' 11 | 0 0 
Rest, organisch. . . . ...... . . | 0,068 19 ! 0216 15 
Summe 0,358 : 0,289 


0217 6l 0041 H 


anorganisch gebunden. . ; 
0,141 ml 0,248 % 


organisch gebunden . .. | 

Das Verhältnis der einzelnen Fraktionen, ja auch des anorganischen 

zum organischen Jod ist bei den beiden Proben ein ganz verschiedene:. 

Außer den genannten Trinkwässern wurden noch zwei Proben 
von Saillon im Kanton Wallis auf Jod geprüft. 

Chatin!) untersuchte bereits vor 70 Jahren dieses Wasser und 

zog aus seinen Resultaten wichtige Schlußfolgerungen in bezug auf 


1) Compt. rend. 86, 652, 1853. 
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die Jodmangeltheorie. Er verglich das bis kurz vorher kropffreie Dorf 
Saillon mit dem gleich situierten, benachbarten Fully, dessen Bewohner 
stark unter Kropf litten. In der Nähe von Saillon fließt ein Wildbach, 
die Salenze, herab. Einige Meter über dem Bache befindet sich eine 
28% warme, schwach eisenhaltige Mineralquelle, deren Wasser in die 
Salenze fließt. Sie enthält nach Chatin mindestens 60mal mehr Jod 
als ein normales Wasser von Paris (also vielleicht 600 y im Liter). 
Früher wurde das Wasser für die Wasserversorgung von Saillon unter- 
halb dem Einfluß der heißen Quelle in die Salenze dem Bache ent- 
nommen. Damals war das Dorf kropffrei. Die Salenze enthält nach 
dem Einfluß der Quelle mehr Jod als ein normales Trinkwasser von 
Paris, während sie weiter oben jodfrei ist. Später wurde dann der 
Ort der Wasserentnahme nach oben verlegt und bald darauf trat der 
Kropf auch in Saillon auf. 

Herrn Dr. Eggenberger verdanke ich folgende beiden Wasser- 
proben, welche er an Ort und Stelle selbst erhob: 

1. Frühere Quellfassung von Saillon bis etwa 1850, Source Colluires, 
nach Chatin Lo mg Jod im Liter. 

2. Thermalquelle von Saillon-les Bains, früher bekannt als eisen- 
und jodhaltig. 

Von jeder Probe stand 1 Liter zur Verfügung. Man führte je 
zwei Doppelbestimmungen mit 1, Liter durch. In der ersten Probe 
war Jod nicht mit Sicherheit nachzuweisen, in der zweiten fand man 
2,5 y Jod im Liter, also eine minimale Menge gegenüber der von Chatin 
gefundenen. | 

Dies Resultat deutet darauf hin, daß sich das Mineralwasser von 
Saillon seit 70 Jahren stark verändert hat. Oder sollten die Verhält- 
‚ nisse hier ähnlich liegen, wie bei der Mineralquelle des nur 3km von 
Saillon entfernten, auf der gegenüberliegenden Seite der Rhone ge- 
legenen Saxon ? Sollte auch die Quelle von Saillon im Jodgehalt stark 
schwanken? Chatin hätte dann vielleicht gerade Wasser einer jod- 
reichen, ich solches einer jodarmen Periode untersucht. 

Von Flußwässern wurden bisher erst einige Proben Aarewasser 
und ein Emmewasser analysiert. Die Tabelle XIV gibt die betreffenden 
Zahlen wieder. 


Tabelle XIV. Jodgehalte von Flußwasser. 




















i y J im Liter 
16. XII., Emme, oberhalb Burgdorf `, l 0,38 
16. XII., Aare, oberhalb Bern, gegenüber dem Dählhölzli . 0,50 
4, T; EI 99 LE LEI LEI LE . 1,32 
13. T., 9 39 39 LK) . 29 . ` 0,57 
13. I., „ unterhalb Bern, unterhalb dem Felsenauwehr 0,72 


Biochemische Zeitschrift Band 139, 28 
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Der Jodgehalt der Flußwässer ist im allgemeinen höher als der. 
jenige der Trinkwásser, was damit zusammenhängt, daß letztere, w} 
erwähnt, beim Eindringen in die Erde einen Teil ihres Jods an di 
Vegetation abgeben. 

Am selben Tage entnommene Proben von Aare- und Emmenwass- 
zeigen, daß das Aarewasser einen etwas höheren Jodgehalt aufweis 

In den 19 Tagen zwischen der ersten und zweiten Probeentnahn: 
des Aarewassers waren in Bern 107,7 mm Regen gefallen; die Aar 
war um 40 bis 50 cm gestiegen. Der Jodgehalt des Wassers ist vi: 
0,50 auf 1,32 y im Liter hinaufgegangen. Das zeigt uns, wie vorsicht: 
wir bei der Bewertung einzelner Wasseranalysen sein müssen, wel: 
enormen Einfluß die Witterungsverhältnisse da ausüben. 

Die beiden letzten Bestimmungen, Aarewasser oberhalb ur. 
unterhalb von Bern, sollten uns zeigen, ob die Abgabe von Jod dur‘. 
die Abwässer der Stadt chemisch nachweisbar sei. Dies ist wirkli. 
der Fall. Die Zunahme des Jods macht ungefähr 25%, aus. Es wir 
natürlich nicht möglich, an Hand dieser Zahlen zu berechnen, welt: 
Jodmenge durch die Stadt abgegeben wird, da die Abgabe durch i: 
Fäkalien, Küchenabwässer usw. täglichen periodischen Schwankıung: 
unterworfen ist. Auch wäre es nicht möglich, genaue Durchschnit- 
proben unterhalb der Stadt zu fassen. 

Auch bei einigen dieser Flußwässer wurde eine Trennung in Fri» 
tionen vorgenommen. Man fand folgendes: 


Tabelle XV. 
Trennung in anorganisch und organisch gebundenes Jod bei Flußwässr. 








N Emme, 16.XIL. || Aare, 16. X11. | 


23 Ia yy lo, d EE e 
„im Liter | i im Liter | im Liter ; 









In Alkohol unlóslich, organisch . 0,09 | 4 oul 22 | 041 3 











— - —— gg mm E 


Mit H,SO, freigemacht, an- 











| i ! 

organisch `... aaa , 0,07 | 18 ¡012 | 24 +02 1 

Mit HNO, freigemacht, an. | | | 
organisch . . 2... 2.2.0. ' 008, 21 ' 009; 18 | 023 | 
Rest, organisch. . . . . es 0, M6] 37 0,18 | 36 | 0,4 33 

Summe. . 0,38 | 0,50 | 132 | 

anorganisch gebunden . | 0,15 39 | 021 4 | 0,47! % 
organisch gebunden . . 0,23 | 61 ` 0,29| 56 | 0,85 6 





Das Verháltnis zwischen dem anorganisch und dem organis: 
gebundenen Jod ist hier viel gleichmäßiger als bei den Trinkwäsen: 


7. Untersuchungen über den Jodgehalt der Luft. 
Es wurden vorläufig erst zwei eigentliche Jodbestimmungen £ 
Luft ausgeführt, und zwar im Laboratorium des schweizerischen je: 
sundheitsamtes. Man ging dabei folgendermaßen vor. 
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Jodbestimmung in der Luft des schweizerischen Gesundheitsamtes. 

Als Absorptionsgefäße dienten zwei hintereinander geschaltete 
l-Liter-Flaschen mit seitlichem Tubus, die mit je 400 ccm 0,5proz. 
Pottaschelösung beschickt waren. Die Luft wurde mit einer Wasser- 
strahlpumpe durch die Flüssigkeit gesaugt. Sie trat durch eine Glas- 
röhre von 11 mm innerem Durchmesser ein, die in den Hals der um- 
gekehrten Flasche mündete, trat durch den Tubus wieder aus und 
wurde in gleicher Weise durch die zweite Flasche geleitet. Um eine 
gute Absorption zu gewährleisten, wurde das Einleitungsrohr mit drei 
glockenartig übereinander gebundenen, verschieden weiten, grob- 
maschigen Baumwolltüchern versehen, durch welche die Luft in feinste 
Bläschen zerteilt und auf diese Weise gut mit der Absorptionsflüssigkeit 
in Berührung gebracht wurde. Diese Anordnung erlaubte ein rasches 
Durchleiten der Luft. In einer Minute gingen 5,54 Liter Luft durch 
den Apparat. Man maß die Durchflußgeschwindigkeit, indem man 
einen 50 Liter fassenden Gasometer mit der durchgesaugten Luft füllte 
und die Zeit bis zur Füllung notierte. 

Während 14 Stunden, am 4. bis 5. Januar, wurden so 4,67 cbm Luft 


durch die Apparatur gesaugt. Man konnte weder im ersten noch im zweiten 
Absorptionsgefäß die geringste Spur Jod nachweisen. Die Luftmenge hatte 


somit nicht genügt. | 

Man wiederholte den Versuch nun am 9. bis 10. Januar, indem man 
die Luft bedeutend schneller durchströmen ließ. In der Minute gingen jetzt 
8,25 Liter durch. Nach 24 1, Stunden wurde unterbrochen. Es waren 12,2cbm 
Luft verarbeitet worden. Diesmal konnte man in dem ersten Absorptions- 
gefäß 0,5 y Jod nachweisen, in dem zweiten Gefäß fand man keine Spur. 

Somit waren in 1 cbm Luft 0,4 y Jod vorhanden. 

Man verbrannte nun noch die im Absorptionsapparat verwendeten 
Tücher und konnte in denen des ersten Gefäßes eine Andeutung einer 
Reaktion konstatieren, die höchstens 0,2 y Jod entsprach. Wir unter- 
lassen es, diese geringe Menge zu den 0,5 y zu addieren, weil die Reak- 
tion an der äußersten Grenze der Wahrnehmbarkeit liegt, also nicht 
durchaus sicher ist, und weil diese Spur Jod zum Teil vom ersten Versuch 
stammen kann. | 

Unsere Apparatur hatte sich also bewährt. Da im zweiten Gefäße 
kein Jod gefunden wurde, dürfen wir annehmen, daß wir trotz des 
sehr schnellen Durchleitens alles Jod der Luft im ersten Apparat ab- 
sorbiert haben. 

Es ist in Aussicht genommen, auch im Freien, in verschiedener 
Höhenlage Luftanalysen vorzunehmen. Dazu muß aber eine geeignete 
Apparatur erst noch geschaffen werden. 

Der in unserer Berner Laboratoriumsluft gefundene Jodgehalt ist 
ungefähr 12 mal kleiner als die von Chatin in Paris gefundene Menge 
(2% in 4cbm). 


28 * 
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Nach Chatin soll das in der Luft vorhandene Jod einerseits großer, 
Süßwasserflächen, wohl auch dem Meere entströmen, andererseits sol! 
es verwesenden pflanzlichen und tierischen Stoffen seinen Ursprung 
verdanken. 

Prüfen wir vorerst Chatins Angabe, daß Regenwasser beim Stehen- 
lassen einen Teil seines Jods an die Luft abgebe. 


Untersuchungen über die Abnahme des Jodgehalts von Regen- und Schneewass' 
beim Lagern. 

Am 18. und 19. Februar war ein starker Regenfall erfolgt, z: 
sammen 26 mm. Man sammelte das Wasser in Zinkblechkästen, einer- 
seits auf dem Balkon unserer in einem Außenquartier der Stadt (Matten. 
hof) gelegenen Wohnung, 4,6 m über der Erde, andererseits auf dr 
Terrasse des Gesundheitsamtes, 7,2 m hoch über dem Boden. Wie in 
nächsten Kapitel gezeigt werden soll, ist das im Gesundheitsamt: 
gefallene Regenwasser wegen der Nähe der Bahn fast stets jodreiche 
als das von meiner Wohnung. 

Je 31, Liter Regenwasser wurden in nahezu gefüllten, offene: 
Flaschen hingestellt, und zwar die eine Probe ohne Zusatz, die ander 
nach dem Versetzen mit einigen Tropfen Pottaschelósung, um da 
Jod zu fixieren. Die Probe vom Gesundheitsamte wurde ans Tage: 
licht, diejenige von meiner Wohnung ins Finstere gestellt. 

Ein weiterer Versuch wurde mit Schnee vom letzten stärken: 
Schneefall des Winters (Nacht vom 24./25. Februar) ausgeführt. Dr 
Schnee wurde von dem Balkon meiner Wohnung genommen. Da de: 


Boden fest gefroren war, konnte er mit einem Karton sehr saube 


abgehoben werden. Die Lagerung wurde wie oben angegeben vor- 
genommen, und zwar im Finstern. Am 24. März, also nach 33 bzw. 
27 Tagen, wurde die Untersuchung ausgeführt. Der geringe Bodensat: 
wurde mit verarbeitet. 
Tabelle XVI. 
Jodabnahme beim Stehenlassen von Wasser. 


























| Aufbe- |y J pro an 
wahrung | Liter e Ta 
i 

rm N e ëgee A a ale EE e 
Regen vom 18. bis 19. II., Ges.-Amt, mit KCO, ` hell ' 295 | — - 
29 HI 29 sn ,> LE sn ohne (E: | ag Ä 2,05 10,9 | d 
e >» » » » Wohnung, mit de dunkel | E A E 
se sn OU sn an „ sn ohne 29 OË i d i 1,4 100 
Schnee ,, 24. „ 25, » ui mit Ge | >” 31.1: 
,> [X 29 sn »> ,> sn ohne 29 d an | 1,25 1,35 43 


Ein Jodverlust ist 
100 %, des. vorhandenen 


also eingetreten, 
aus. 


und zwar macht er 31 bis 
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In welcher Form entweicht nun das Jod aus dem Wasser? Wir 
kennen nur zwei flüchtige Formen, an die man denken könnte, Jod- 
wasserstoffsäure und freies Jod. Die Jodwasserstoffsäure ist aber 
eine so starke Säure, daß sie in dem annähernd neutralen Wasser nicht 
in freier Form vorhanden sein kann, sondern nur als Jodid. Sodann 
ist Jodwasserstoffgas so leicht löslich in Wasser, daß auch aus diesem 
Grunde ein Entweichen ausgeschlossen erscheint. 

Das Jod kann also nur in elementarer Form entweichen. Ist das 
Jod nun schon als solches im Wasser gelöst oder wird es erst nach- 
träglich aus Jodid in Freiheit gesetzt? Um die letztere Möglichkeit 
zu prüfen, wurde folgender Versuch vorgenommen. 

Etwas Kaliumjodid, Stärkelösung und Kaliumnitrit werden in 
Wasser gelöst und auf zwei Reagenzgläser verteilt. In das eine Gläschen 
leitet man unter kräftigem Umschütteln Kohlendioxyd ein. Nach 
kurzer Zeit tritt eine deutliche Violettfärbung ein, während die Lösung 
im anderen Gläschen farblos geblieben ist. Somit wird durch das 
Kohlendioxyd salpetrige Säure in Freiheit gesetzt, welche aus dem 
Jodid Jod abspaltet. 

Dadurch erklärt sich auch die Beobachtung Chatins, daß speziell 
harte Wässer ihr Jod leicht verlieren. Diese Wásser erleiden beim 
Stehen einen Zerfall ihrer Erdalkalibicarbonate in normales Carbonat 
und in Kohlensäure. Letztere setzt nun aus stets vorhandenem Nitrit 
salpetrige Säure in Freiheit, wodurch die EE zur Jodabspaltung 
gegeben ist. | 

Diese Überlegung läßt es als möglich erscheinen, daß das Jod 
in den Trinkwässern im allgemeinen ursprünglich als Jodid vorhanden 
ist; daneben kann aber auch freies Jod vorkommen. Die Löslichkeit 
des Jods in Wasser wird zu 1: 3600 angegeben. Danach würde 1 Liter 
Wasser 280 y Jod zu lösen vermögen. Dies gilt aber nur für den Fall, 
daß Jod im Überschuß vorhanden ist. Bei seiner großen Dampf- 
spannung entweicht das Jod aus dem Wasser mit der Zeit vollständig. 


Untersuchungen über das Entweichen von Jod aus der Erde. 


Wenn Jod aus dem Boden entweicht, so ist anzunehmen, daß 
die Luft direkt über dem Boden jodreicher ist als in höheren Luft- 
schichten, da sich bei der bedeutenden Dampfdichte des Jods — Jod- 
dampf ist 8,65 mal schwerer als Luft — die Mischung nur allmählich 
vollziehen kann. 


Somit könnte auch Regenwasser, welches direkt über dem Boden 
gesammelt wird, mehr Jod enthalten als solches aus etwas höherer 
Lage. Um dies nachzuprüfen, wurden in Zinkblechkästen entsprechende 
Proben von Regenwasser gesammelt, und zwar einerseits auf einer 


424 Th. v. Fellenberg: 


















Wiese in einem Garten, andererseits auf dem 4,6 m höher gelege 
Balkon. Zwei Versuche wurden vorgenommen, beide, nachdem d 
Wetter einige Tage schön gewesen war und dann ein feiner Reg 
eingesetzt hatte. Um die Wirkung des Staubes auszuschalten, steih 
man die Kästen erst hin, als der Boden vollständig naß war. Der en 
Versuch dauerte 24 Stunden, der zweite über Nacht. 





y Jod ım Liter 











i. 21.,22. III. 3,28 Liter . . . 
2. 28./29. III. 0,54 





Dadurch wird bestätigt, daß Jod aus dem Boden entweicht. * 
hielt es aber doch für notwendig, diese wichtige Feststellung n4 
auf direktem Wege nachzuprüfen, und ging dabei folgendermaßen y 


In einer Gärtnerei wurden einige größere Glasschalen in Mister: 
kästen umgekehrt auf den Boden gebracht, nachdem man daruri 
Petrischalen mit Pottaschelösung gestellt hatte. Das Jod, welch 
dem Boden entwich, mußte von der Pottaschelósung aufgenomn: 
und konnte darin nachgewiesen werden. Man verwendete einen = 
gedüngten Mistbeetkasten (letzte Düngung vor einem Jahre) o 
einen im Januar, d. h. vor 1 bis 2 Monaten mit frischem Pferden 
gediingten. Kunstdünger war in beiden Kästen nie verwendet words 


In jeden Kasten wurden zwei Schalen von zusammen Oo 
Bodenfläche gebracht. Die Petrischalen hatten einen Durchmes 
von 9,5cm. Ringsum wurden die Schalen mit etwas Erde abgedichtet 
Der Versuch ging vom 27. Februar bis zum 22. März, also währe 
23 Tagen; dann wurde die Pottasche auf Jod untersucht. In do 
gedüngten Kasten war die Pottasche vollständig in schöne, trepper 
förmige Kristalle von Kaliumbicarbonat übergegangen. Das zeigt. 
wie der Mist gearbeitet hatte. Im ungedüngten Kasten war die Po: 
asche flüssig geblieben. In beide Proben waren kleine, nur mit de 
Lupe wahrnehmbare Larven irgend eines Insektes geraten. Me 
filtrierte daher und untersuchte den wasserunlöslichen Rückstand fr 
sich. Er erwies sich in beiden Fällen als jodfrei. In dem Filtrat fand mat 


Im ungedüngten Kasten. . . 3,5’ J pro Quadratmeter 
» gediingten Kasten . . . 507 J „ 4 


Das Ausströmen von Jod aus dem Boden ist somit auch dirk 
nachgewiesen worden, und zwar ist aus der gedüngten Erde meh 
Jod entwichen als aus der ungedüngten, wie auch erwartet worde 
war. Das zeigt, daß das entweichende Jod mindestens teilweise ap 
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den sich zersetzenden organischen Substanzen stammt, wie bereits 
Chatin vorausgesehen hatte. 

Man wiederholte den Versuch und ließ ihn vom 22. März bis zum 
16. April gehen, also 22 Tage. Bei der warmen Frühlingstemperatur 
mußte die Zersetzung der Düngstoffe intensiver vor sich gehen als 
bei dem ersten, mehr im Winter durchgeführten Versuch. Daß dies 
der Fall war, zeigte sich auch darin, daß diesmal ebenfalls im un- 
gedüngten Kasten einige Kaliumbicarbonatkristalle zu sehen waren. 
Man erwartete also, auch mehr Jod zu finden. Dies war aber nicht 
der Fall. Es konnten nur nachgewiesen werden: 


Im ungedüngten Kasten. . . 1,0» Jod pro Quadratmeter Bodenfläche 
,, gedüngten Kasten . . . . 169 an E 


In beiden Kásten waren diesmal einige Unkrautstauden gewachsen, 
Gras, Klee, Sauerklee und anderes mehr. Im gedüngten Kasten waren 
Gräser bis zu 22cm Länge, andere Pflänzchen bis zu 14cm Länge 
zu finden, im ganzen 16 Exemplare von zusammen 16g Gewicht auf 
0,13 qm Bodenfliche. Im ungedüngten Kasten waren 30 Pflanzen 
von einer Länge bis zu 11 cm im Gesamtgewicht von 18 g vorhanden. 

Diese Pflanzen müssen das entweichende Jod zum Teil auf- 
genommen haben. Damit war es wahrscheinlich gemacht, daß die 
Pflanzen nicht nur durch die Wurzeln, sondern auch durch die Blätter 
Jod aufnehmen. Dies mußte aber noch direkt bewiesen werden. Wenn 
es wirklich der Fall ist, so müssen die Blätter desselben Baumes in : 
der Nähe des Bodens mehr Jod enthalten als in der Höhe. Folgende 
Versuche sollten dies beweisen. 


Da die Versuche im Frühling (April) vorgenommen wurden, eignete 
sich frisches, eben erst gewachsenes Laub nicht gut zu der Prüfung, 
da es doch eine gewisse Zeit dauern muß, bis sich wahrnehmbare Unter- 
schiede herausgebildet haben. Es war vorzuziehen, eine immer grüne 
Pflanze zu untersuchen. Man bestimmte den Jodgehalt des Laubes 
von Thuja occidentalis in 0,3 und 2 bzw. 5m Höhe über dem Boden 
an zwei verschiedenen Standorten. Das Material wurde einerseits 
einem an der Nordseite einer Häuserreihe, zwischen der Straße und 
einem festgetretenen Vorgärtchen gelegenen Thujahaag von 2m Höhe 
entnommen. Auf der anderen Seite der Straße liegen Gemüsegärten, 
welche etwas Jod an die Luft abgeben können. Die andere Probe 
stammt von einem etwa 10 bis 12 m hohen, in einem Garten auf einer 
Wiese stehenden Thuja. In der Nähe sind einige Gemüsebeete. Die 
Proben unten und oben wurden beide auf der gleichen Seite des Baumes 
(Ostseite) genommen. Die Blätter wurden von Hand von den Zweigen 
abgestreift und vor der Verbrennung gründlich mit Wasser gewaschen, 
um allen ansitzenden Staub zu entfernen. Man fand folgende Werte: 


A 
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Tabelle XVII. 
Versuche úber die Assimilation von Jod durch die Blatter. 
= A ae 
SE 7 Jod pe 
sa E NEON 
2m hoher Thujahaag . 0,3 | 30 
2 OAI ET! 99 . ' 2 66 
10 bis 12m hoher Thuja 0,3 280 
10: Zoe, 127 25 e, S 5 111 


In beiden Fällen nimmt der Jodgehalt nach oben stark ab. Damit 
ist auf eine dritte Art bewiesen, daß Jod aus der Erde aufsteigt, un: 
daß es sich unmittelbar über dem Boden anreichert. Ferner ist te- 
wiesen, daß die Blätter Jod direkt aus der Luft aufnehmen. 

Über den Jodverlust der Pflanzen beim Verwesen wurde folgend: 
Versuch gemacht. Blätter von Topinambourstauden (Helianth:- 
tuberosus) wurden einerseits in vollem Wachstum am 13. September. 
andererseits nach dem Absterben der Pflanze am 4. Dezember uni 
am 3. März untersucht. Man fand folgende Gehalte in den trockener 
Blättern: 








y Jim ke 
13. IX. . 125 
4. XII . | 715 
3. TL... 445 


Die Blätter mögen nach dem 13. September noch weiter Jo! 


aufgenommen haben; denn sie blieben noch lange, bis in den November 
hinein, grün. Die Hauptzunahme in der Zeit vom 13. September bi | 


4. Dezember kommt aber wohl daher, daß beim Absterben der Saf: 
der Pflanze zurückgezogen worden ist und daß die Blätter daher den 
größten Teil ihrer Substanz verloren haben. Das Jod ist dabei nich! 
zurückgezogen worden. Bis zum 3. März hat dann das Jod in den toten. 


vollständig mit Pilzvegetation bedeckten Blättern nahezu um de 


Hälfte abgenommen. Bei der Verwesung wird somit das Jod offenbar 
mineralisiert. Unser Versuch gibt nicht Auskunft darüber, ob es als 
Jodid aus den Blättern ausgewaschen und so dem Boden zugeführt 
worden ist, oder ob es sich in elementarer Form verflüchtigt hat. In 
Zusammenhange mit der Beobachtung, daß Jod aus gedüngtem Boden 
in größerer Menge entweicht als aus ungedüngtem, dürfen wir letzter: 
als wahrscheinlich annehmen. 


Berechnung des Jodgehaltes der Luft in verschiedenen Höhen. 


Nach Chatin soll der Jodgehalt der Atmosphäre beim Aufsteiger 
in höhere Regionen immer mehr abnehmen. Diese Abnahme mub 
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stattfinden, da sich die Gase der Atmosphäre je nach ihrem spezifischen 
Gewicht verschieden verteilen. 


Nach der barometrischen Höhenformel / n (E = BEE. EN läßt 


H (1 + ei 
sich der Partialdruck p in verschiedenen Hóhen aus der Dampfdichte 
berechnen, wobei 

Po = Partialdruck bei 0% und 760 mm Druck (pọ = 760 Vol.-Proz.), 
h = Meereshöhe in Metern, 
H = Höhe der homogenen Atmosphäre, 
d. h. die Höhe einer Säule des betreffenden Gases bei normalem Druck 
und normaler Temperatur in Metern ausgedrückt, die dem ER 
von 760 mm Quecksilber entspricht. 
Die Höhe der homogenen Atmosphäre läßt sich berechnen nach 
der Formel 
22,3 
Mol.-Gew.’ 
wobei s = spezifisches Gewicht von Hg, b = Barometerstand in Zenti- 
metern, = 76. 
Da wir die Temperatur in unserer Rechnung nicht berücksichtigen, 


fällt der Ausdruck (1 + of) weg. Wenn wir den log naturalis in log Brigg 
umrechnen und nach log p auflösen, erhalten wir 


H = 100sb 


h 
lgp = lg Po zs: 0,434 29. 
H 
Durch Division des Partialdruckes durch den Barometerstand ergibt 
sich das Verhältnis des Volumens des Joddampfes zum Volumen der 


Luft oder Kb = Vol.-Proz. des Joddampfes in der betreffenden Höhe. 


Wir haben den Jodgehalt in verschiedenen Höhen berechnet und 
in folgender Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle XVIII. 
Berechnung des Gehaltes der Luft an Joddampf in Volumenprozent. 
Wir setzen den Jodgehalt am Meer = 100; dann finden wir: 
Meereshöhe: 
VU 50 100 250 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 
Jodgehalt in °,, des Gehaltes bei Meereshöhe: 
100 948 90,3 781 61,1 37,5 229 140 86 53 32 20 12 0,7 


Bei Überwindung von je 1000 m Höhendifferenz verliert die Luft 
62,5% ihres Jods, wobei es gleichgültig ist, ob wir die Meereshöhe 
oder einen höher gelegenen Punkt als Basis wählen. Beim Steigen 
um 707 m lassen wir die Hälfte des Jods unter uns. | 
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Es sei mir gestattet, auch an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. P. Grun: 
meinen besten Dank auszusprechen fúr seine wertvolle Anleitung : 
diesen Berechnungen. 

Wie wir sehen, ist die theoretische Abnahme eine recht bedeutend 
Bei ruhiger Atmosphäre würde sich das berechnete Verhältnis einstellen. 
In Wirklichkeit wird es aber immer wieder durch die Winde und di 
aufsteigenden Luftströmungen gestört. Dadurch ist die Abnahn: 
nach oben im allgemeinen tatsächlich eine geringere. 


Wir haben gesehen, daß von Chatin in Paris 0,5 y Jod in loo 


Luft gefunden worden ist und daß ich in Bern 0,04 y, also nur sr 
von dieser Menge, feststellen konnte. Nach unserer Berechnung hätt 
man in Bern (544 m über dem Meere) 58% finden sollen. Obscho: 
es ja gewagt ist, aus zwei zeitlich so verschiedenen und methodist 
verschieden durchgeführten Analysen einen Schluß zu ziehen, sche: 
wir doch, daß hier offenbar noch andere Einflüsse als die bloße Hoóhc:. 
lage in Betracht fallen müssen. 

Wie bereits erwähnt, hat Gauthier nachgewiesen, daß Jod au: 
in fester, unlöslicher Form in der Substanz von Algen, Sporen, Bak- 
terien in der Luft vorkommt, und zwar hauptsächlich in der Lut 
über dem Meere. Durch Verstäuben der Wellenkämme gelangt Plankta. 
in die Luft und kann nun mit dem Winde weiter geführt werden. Ir 
der Luft über dem Kanal fand Gauthier 16,7 y organisiertes Jod, ir 
der Luft von Paris, 150 km vom Meere entfernt, nur noch 1,35 y, al» 
12,4mal weniger. Anorganisches Jod fand er überhaupt nicht, da e: 
zu wenig Luft verarbeitete. Wenn die Abnahme mit der Entfernun: 
vom Mecre in gleicher Weise fortdauern würde, so müßten wir in Ben. 
in der nahezu vierfachen Distanz, nur noch 0,0008 y Jod in der Lui 
haben. Die von uns gefundene Menge, 0,04 y, ist bedeutend größer. 
weil eben das Meer nicht die einzige Quelle für das Jod der Luft is 
und weil bei uns das anorganische Jod gegenüber dem organischen 
und organisierten vorzuherrschen pflegt, wie bei den Untersuchungen 
von Regenwasser gezeigt werden soll. 

Diese Untersuchungen zeigen ferner, daß der Jodgehalt der Lul: 
ein sehr wechselnder ist und außer von der Windrichtung besonder 
auch von der Regenhäufigkeit abhängt. 

Chatin legte dem Jodgehalt der Luft eine große Bedeutung bei in 
bezug auf die Verhütung des Kropfes. Er stellte fest, daß von dem durch 
die Atemluft aufgenommenen Jod nur ein Fünftel wieder ausgeatme! 
wird. Er nahm an, vier Fünftel würden resorbiert. Nun muß aber auch 
das von ihm gefundene Jod zum größten Teil in organisierter Form da- 
gewesen sein. Es wird offenbar durch die Nasenschleimhäute abgefangen 
und bei nächster Gelegenheit durch den Nasenschleim wieder entfernt. 
spielt somit für den menschlichen Organismus durchaus keine Rolle. 
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Nach unserer Ansicht ist das anorganische Jod im allgemeinen 
sowohl in kropffreien, als auch in Kropfgegenden in so auBerordentlich 
kleinen Mengen in der Luft vorhanden, daß es für die Verhütung des 
Kropfes ganz ohne Bedeutung ist. Durch die Nahrung nehmen wir 
außerordentlich viel mehr Jod ein. Bei den weidenden, überhaupt 
bei den freilebenden Tieren könnte aber doch das aus der Erde auf- 
steigende Jod eine Wirkung ausüben, da es sich ja direkt über dem 
Boden ziemlich anreichern kann. Vielleicht könnte es auch bei Nomaden 
und bei wilden Völkerschaften, die auf dem Erdboden schlafen, und 
etwa auch gelegentlich bei Landarbeitern in unseren Gegenden, welche 
ihre Mittagspause auf der Erde liegend zubringen, an besonders günstigen 
Orten eine wohltätige Wirkung entfalten. 

Inwieweit und an welchen Orten wirklich das aus der Erde auf- 
steigende Jod bei der Atmung von deutlichem Einfluß sein kann, 
müssen weitere Untersuchungen, besonders Luftanalysen, lehren. 

Daß das Jod der Luft auf den Gehalt der Vegetation an diesem 
Element eine deutliche Wirkung entfalten muß, einerseits durch die 
Gelegenheit zur Assimilation aus der Luft direkt, andererseits, indem 
es durch den Regen ausgewaschen und so wieder der Erde zugeführt 
wird, dürfte klar sein. Beim Jodgehalt der Niederschläge kommt 
die Meereshöhe wieder in Betracht. Wenn der Regen aus einer be- 
stimmten Wolkenhöhe niederfällt, so durcheilt er eine bedeutend 
größere Luftschicht, um beispielsweise die Meereshöhe zu erreichen, 
als wenn er in den Bergen niedergeht. Er kann daher nicht nur aus 
einer größeren Luftschicht Jod aufnehmen, sondern auch aus den 
unteren jodreicheren Teilen der Atmosphäre. So würde nach unserer 
theoretischen Berechnung ein Regen, der in 5000 m Höhe entsteht, 
und der das gesamte Jod der durchflossenen Luft auswaschen würde, 
wenn er auf 2000 m angelangt wäre, schätzungsweise erst 12,5%, von 
der Jodmenge enthalten, welche er bis zum Meeresniveau aufnehmen 
könnte; in Paris müßte er 1,7 mal mehr Jod enthalten als in Bern (544 m), 
in Bern 2,34mal mehr als in Adelboden (1350 m), immer unter der 
Voraussetzung einer normalen Verteilung des Joddampfes in der Luft. 


8. Untersuchungen über den Jodgehalt der Niederschläge. 

Die ersten Schneefälle des Winters erfolgten in unseren Gegenden 
nach achttägigem schönen Wetter in drei aufeinander folgenden Nächten 
vom 26. bis 29. November. Sie gaben Anlaß zu einer vergleichenden 
Untersuchung an verschiedenen Orten und in verschiedener Höhenlage. 
Man unternahm zu diesem Zwecke auch die Besteigung des 1950 m 
hohen, über dem Beatenberg gelegenen Niederhorns. 

In: der Zeit vor und während der Schneefälle herrschten nach 
gütiger Mitteilung von Herrn Dr. Maurer, Direktor der schweizerischen 
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meteorologischen Zentralanstalt, Westwinde vor. Die Winde dürt 
ihren Jodgehalt über dem Atlantischen Ozean und seinen Küs 
ländern aufgenommen haben. Da auch das Jungfraujoch Schued 
meldete, müssen die Schneewolken mindestens 4000 m hoch gestan 
haben. Vor diesen Schneefällen waren die Berge bis zu etwa 2% 
schneefrei. 

Bei der Probeentnahme wurden entweder Gefäße zum Samm 
hingestellt, oder es wurde ein Stück des Bodens ausgemessen op), 
Schnee bis auf den Grund ausgehoben. Einzig bei der Prob + 
Gipfel des Niederhorns konnte die Schneeschicht nicht in ihrer gan 
Dicke entnommen werden. Der Schnee war hier sehr verweht: y 
weise ragten Grashalme hervor; daneben waren tiefe Mulden ı 
Schnee ausgefüllt. Man war daher auf eine Zufallsprobe angew 
Sie stammte aus einer kleinen, ungefähr 10cm tiefen Mulde Y 
verarbeitete jeweils 6 bis 8kg Schnee. Folgende Tabelle gibt um 
Resultate wieder. 


Tabelle XIX. 
Vergleichende Jodbestimmungen im Schnee von verschiedenen Ore 











| a Schnee: SS 
Nr. | Datum | Ort oie ro a auf 1 kg Si 
| i Schnee Deg 
e ee 
1 26./27. XI. Bern, Mattenhof, 4,6 m über . | 
dem Boden....... 1544 | 5,27 065 X 
2 26./27. XI. | Bern, Dach d. Schweiz. Ge- ` | | 

| sundheitsamtes, 28m hoch 1 570 5,27 185 ? 
3 26./27. XI. | Wabern bei Bern ..... 564 | 6,85 060 : 
4 ' 26./27, XI. i Gurten bei Bern. .,.... ı 862 | 7.00 060 i 
5 26./28. XI. . Beatenbucht . ....... 570,65 19 È 
6 , 26./28. XI. | Gipfel des Niederhorns. . . 1965 | _ 22 - 


7  28./29. XI. Bern, Mattenhof, 4,6m hoch 544 | 9,19 0,5 4 


Wenn nach einer längeren Periode schönen Wetters ein Aki 
schlag erfolgt, so müssen seine ersten Anteile die Hauptmenge a 
Jods aus der Atmosphäre auswaschen. Bei dem langsam fallen 
Schnee ist dies in höherem Maße zu erwarten als bei Regen. Nr. lud 
veranschaulichen dies. Der Schneefall der dritten Nacht hat 13.55% 
weniger Jod pro Kilogramm als der der ersten Nacht. Die 
in Bern (Mattenhof), Wabern und dem 300 m höheren Gurten ga 
dasselbe Resultat. Die höhere Lage des Gurtens ließ keine Abn 
des Jods erkennen. Auffallenderweise lieferte die Probe vom Ds 
des Gesundheitsamtes einen dreimal höheren Wert als diejenige \ 
Mattenhofquartier. Wie weiter unten ausgeführt werden solt, ri 
dieser Unterschied von Verunreinigungen der Luft durch Ruß 
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Das Gesundheitsamt ist in náchster Náhe der Bahn gelegen; auch 
liefert es selbst durch seinen Zentralheizungsofen ziemlich viel Ruß, 
der sich zum Teil auf dem flachen Blechdache absetzt, von dem die 
Schneeprobe entnommen worden war. Die Probe vom Mattenhof 
wurde nicht wesentlich durch Ruß beeinflußt. Das zeigt die Über- 
einstimmung mit den Werten von Wabern (auf der Straße gegen die 
Drahtseilbahn entnommen) und vom Gurten. 

Sehr hohe Werte gab das von Bern etwa 50 km entfernte, in gleicher 
Meereshöhe gelegene Beatenbucht und der Gipfel des Niederhorns. 
Die Probe von Beatenbucht enthielt den Schneefall zweier Nächte. 
Man hatte deshalb erwartet, einen niedrigeren Wert als in Bern zu 
finden, da der zweite Schneefall voraussichtlich jodärmer war als der 
erste. Man sollte wohl denken, daß sein Jodgehalt zwischen dem der 
ersten und dritten Nacht stehe. Besonders überrascht war man, auf 
dem nur 3,7 km entfernten, jedoch 1500 m höheren Niederhorn nicht 
nur gleich viel, sondern sogar etwas mehr Jod zu finden. Die Erklärung 
dieser Resultate ist schwierig. Es scheint, daß über das Berner Oberland 
jodreichere Winde gestrichen sind als über die Gegend von Bern, viel- 
leicht besonders in einer der drei Schneenächte. Auf dem Niederhorn 
könnte besonders dieser Schnee zur Hauptsache gesammelt worden 
sein. Wie dem auch sei, zur Lösung der Frage, ob die Niederschläge 
der Erde in verschiedenen Höhenlagen verschiedene Mengen Jod zu- 
führen, mußten die Versuche sich über eine längere Zeitdauer erstrecken. 

Am 26. Januar wurde in Adelboden, in 1350 m Höhe über dem 
Meere, außerhalb des Dorfes auf einer Wiese eine Durchschnittsprobe 
der Schneefälle des ganzen Winters bis zu diesem Zeitpunkte entnommen. 
Die Schneehöhe betrug 65 cm. Man stach ein Stück von 34 x 37,5 cm 
= 0,1279 qm Fläche heraus und hob es in eine genau passende Kiste. 
Das Gewicht des Schnees betrug 20,46 kg; das macht pro Quadrat- 
meter 160,5 kg. Nach Erkundigungen an Ort und Stelle sind die ersten 
bleibenden Schneefälle in jener Gegend Ende November erfolgt, also 
zur selben Zeit wie in Bern. Seither verging der Schnee nicht mehr, 
hingegen sollen, einige ganz leichte Regengüsse gefallen sein. 

Da wir in Bern (Mattenhofquartier, 4,6 m über dem Boden) alle 
Niederschläge derselben Periode gesammelt und untersucht hatten, 
war eine Vergleichung mit Adelboden möglich. In Bern fielen in der 
Zeit vom 26. November bis zum 23. Januar 177,1kg Regen und Schnee 
pro Quadratmeter. Es waren somit 10 %, mehr gefallen, als wir in Adel. 
boden gefunden haben. Die gefundenen Jodmengen sind in der folgenden 
Tabelle enthalten. 

Die Niederschläge der höheren Lage haben also deutlich weniger 
Jod enthalten, und zwar bei der Berechnung auf das Liter, wie auch 
auf das Quadratmeter Bodenfläche. 
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Tabelle XX. 
Vergleichende Jodbestimmung in Niederschlägen von Bern und Adelboden. 


| , Nieder- \ » Jod | Verhältnis 
Meeres» schlag => | : 
höbe | pro qm || pro | pro qm | DO neo cz 




















Datum Ort 
kg | Liter a Liter 
26. XI. bis 23. 1. Bern | 544 | 1771 11043 | 765 ' 143 1% 
26. XT. bis 23.I. Adelboden | 1950 | 160,5 |. 0,30 | 47,9 , 1 N 


Der Unterschied ist aber nicht so groß, wie nach unserer P- 
rechnung (S. 427) zu erwarten war. In Bern finden wir nur 1,43- box 
1,6mal mehr als in Adelboden, statt, wie berechnet, 2,34mal mehr. 
Das zeigt, daß die Mischung der Winde durch die Luft recht bedeuter: 
ist, so daß dadurch die Unterschiede, die sich bei ruhiger Atmosphär 
ausbilden müßten, zum großen Teil wieder verwischt werden. 

Man führte während 2 Monaten vergleichende Untersuchung: 
aller Niederschläge in Bern aus, und zwar wurden sie einerseits i 
meiner Wohnung auf einem 4,6m hohen Balkon, andererseits a: 
einer Terrasse des Gesundheitsamtes, 7,6 m über dem Boden. in ; 
zwei Zinkblechkästen von 0,25 qm Oberfläche gesammelt. Der Balkır 
meiner Wohnung repräsentierte gewissermaßen mehr ländliche Aer. 
háltnisse. Die Luft wird hier wenig durch Rauchgas verunreinigt. | 
Wir haben ja gesehen, daß der Schnee von hier nicht mehr Jod enthä' 
als der von Wabern und vom Gurten. Hier konnte somit das Jei 
bestimmt werden, welches aus der durch die Winde hergebrachten Lui 
durch den Regen niedergeschlagen wird. Wegen der erhöhten Lag 
über dem Boden und wegen der Jahreszeit war keine Beeinflussun: 
durch eventuell dem Boden der nächsten Umgebung entweichende- 
Jod zu befürchten. Die Terrasse des Gesundheitsamtes war zwar den 
Rauchgasen längst nicht so ausgesetzt wie das Dach, von welchen 
eine oben besprochene Schneeprobe stammte, da das Gebäude selhs 
sie um etwa 20 m überragte und eine Schutzwand gegen die Eisenbahn 
bildete. Hingegen lagen die Verhältnisse in bezug auf Rauch und But 
hier ungefähr so, wie man sie für das Innere einer größeren Stadt etw 
als Norm ansehen kann. Die folgende Tabelle gibt die Resultate wieder. 
die wir erhalten haben. Wir verwenden hier die Ausdrücke , Außen- 
quartier“ für die auf dem Balkon meiner Wohnung, ‚Inneres dei 
Stadt“ für die auf der Terrasse des Gesundheitsamtes gesammelter 
Proben (siehe Tabelle XXI). 


Der Jodgehalt ist ein sehr wechselnder. Wenn der Regen einig 
Tage anhält, nimmt die Jodmenge in der Regel ständig ab. Folgen 
dann einige schöne Tage, so findet man beim nächsten Regen wieder 
mehr. Folgende Reihen veranschaulichen dies deutlich. 
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Es wurden im Außenquartier gefunden: 

Jodgehalt pro Liter im Regen vom 18. bis 20. Dezember: 0,3, 0,31, 
1», 

Jodgehalt pro Liter im Regen vom 23. bis 25. Dezember: 1,18, 0,39, 
B y, 

Jodgehalt pro Liter im Regen vom 28. Dezember bis 2. Januar: 2,40, 
2, 0,41, 0,13, 0,09, 0 y, 

Jodgehalt pro Liter im Regen vom 4. bis 5. Januar: 1,06, 0,73 y. 

Die Abnahme findet verschieden schnell statt. Sie wird jedenfalls 
rch die Windstärke und die Niederschlagsmenge beeinflußt. Bei 
° dritten Reihe, welche die stärkste Abnahme zeigt, stieg die Regen- 
mge während 4 Tagen von Tag zu Tag stark. 


Tabelle XXI. 


Ibestimmungen in Niederschlägen (Regen und Schnee), gesammelt in einem 
ıßenquartier und im Innern der Stadt Bern vom 6. Dezember bis 2. Februar. 














| | AuBenquartier | Inneres der Stadt 
Datum |!| Art des Niederschlages Nieder: | y Jod "lieder l > Jod 
schlag | | schlag —————— 
kg pro gu, pr pro Liter | pro qm kg pro aml pro Liter | pro qm 

































































. XII. SE 3,50 | 055 | 1,9 4,41 6,8 
. XIL | 267 | 120 | 32 | 290 5,2 
. XII. | Regen u. Schnee | 0,82 | 0 0 1,33 5,2 
L XII. | Schnee 5,15 | 1,30 | 3,4 6,55 4,8 
). XIL | a 122 250 | 31 1,26 06 
L XII. Regen 3,30 | 0,30 | 13 | 3,68 5,5 
L XIL | E 13,68 | 031 | 56 | 13,12 5,6 
) XIL 5 16,80 | 0,27 | 46 || 17,20 12,2 
3, XII. 7,14 | 118 | 85 || 786 19,8 (9) 154 (?) 
L XII. Regen u. Schnee 16,88 0,39 7,1 16,32 8, 
5. XII. | Regen 1,82 0,26 | 0,6 | 1,68 0,6 
3, XII. Schnee 2,40 7,2 ¡ 3,06 7,2 
3. XIL | e dos 0,82 | 39 | 314 2,3 
D. XI. | Regen | 7,44 | 041 | 31 | 4,04 1,9 
l. XII. | Ben u. Schnee | 25,70 | 0,13 | 3,3 | 24,20 5,5 
1. 1. I" | 900 | 009 | 0,8 || 7,70 1,9 
2. L ed el | 0,60 | 0 0 0,60 0 
4 L | Schnee 464 | 106 | 49 || 5,10 11,2 
ö. I. SE 2,16 | 0,73 1,5 ' 1,32 1,9 
9. I. 7,94 027 | 21 | 800 | 2,2 
1. I. Regen u. Schnee | 1,66 | 0,46 | 0,8 1,92 0,7 
3. I. | ,> 29 ,, | 0,44 l 

LIL | +» » »  ! 026 | 0,95 | 2,3 — — 
5. I. Schnee 1,76 | 

6. I. l Regen u. Schnee! 228 0,64 | 15 | 242 6,9 
0. 1. Schnee 1200 | 054 | 65 | 12,12 13,2 
GL, a 070 285 | 2,0 12 3,9 
1. T. Regen  ; 620 174 | 89 | 72 14 4 
1. TL | 5 | 082 3,77 | 3,1 | 1,39 10,0 
2. IL | S i 406 | 039 | 16 | 358 || 060 | 21 


Die Abnahme des Jodgehaltes bei anhaltendem Regen wurde 
bereits von Chatin (l. c.) festgestellt. 
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Im Anfang unserer Tabelle steht eine Reihe (6. bis 10. XII.. 
welche sich unregelmäßig verhält. Es mögen hier besondere Wind. 
verhältnisse eine Rolle spielen, wie wir sie bei Besprechung der Schner- 
probe vom Niederhorn für möglich gehalten haben. 

Im Innern der Stadt wurde beinahe durchweg mehr Jod gefunden 
als im Außenquartier. Die Vermehrung ist nicht regelmäßig. Einen 
abnorm hohen Wert können wir außer Betracht lassen (vom 23. XII... 
Wenn wir dafür den Wert der Gegenprobe vom Außenquartier ein. 
setzen und ebenso verfahren mit dem fehlenden Werte vom 13. bt 
15. 1.,.so erhalten wir für die ganze Versuchszeit im Außenquarti- 
92,9, im Innern der Stadt 147,4 y Jod auf das Quadratmeter Boden- 
fläche, im Innern der Stadt also gut um die Hälfte mehr. 

Wenn wir annehmen, daß das ganze Jahr gleich viel Jod mit der 
Niederschlägen der Erde zugeführt wird, wie wir für diese beider. 
Wintermonate gefunden haben, so würde das für Bern auf das Quadrat- 
meter 557 y ausmachen. 

Für die Fläche der Schweiz, 41,298 qkm, würde die Berechnu:: 
pro Jahr 23000 kg durch die Niederschläge der Erde zugeführtes Jod 
ergeben. Diese Zahl kann natürlich keinen Anspruch auf irgendwelch: 
Genauigkeit machen. Sie soll uns nur einen ungefähren Begriff von 
der Größenordnung geben. In Wirklichkeit läßt sich der Jodgehal: 
der Niederschläge für das ganze Land nicht genau berechnen, und 
zwar aus folgenden Gründen: 

Die Verhältnisse von Bern lassen sich nicht ohne weiteres auf dir 
ganze Schweiz übertragen. 

Die beiden Wintermonate Dezember und Januar waren außer- 
ordentlich niederschlagsreich. Die aufgefangene Regenmenge betruz 
193,2 mm, während das Mittel für Bern in diesen beiden Monaten 
nur 93 mm ausmacht. In niederschlagsärmeren Zeiten muß zwar der 
Jodgehalt pro Liter Regen steigen, pro Quadratmeter Bodenflächt 
aber abnehmen. 

Da ungefähr ein Drittel der Niederschläge wieder verdunstet. 
so muß dadurch ein Teil des Jods verflüchtigt werden und wird mit 
dem nächsten Regen von neuem bestimmt. Da auch sonst Jod der 
Erde und den Gewässern entsteigt, wird die in den Niederschläge! 
gefundene Menge nicht ganz von außen dem Lande zugeführt. 

Man nahm bei verschiedenen Regenproben auch die "Trennung 
des Jods in verschiedene Fraktionen vor und fand dabei folgend 
Werte pro Quadratmeter berechnet (siehe Tabelle XXII). 

Die Regenwässer verhalten sich verschieden. Betrachten wir 
zuerst die Proben vom Mattenhofquartier. Nur die erste Probe is! 
frei von organisch gebundenem Jod; bei der dritten fehlt wenigsten: 
die in Alkohol unlösliche Komponente, welche möglicherweise von 
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anismen herrühren könnte. Bei 
ı zweiten Wasser sind die Proben 
n Außenquartier und vom Innern 

Stadt in allen Punkten genau 
ich. Es ist dies eins der wenigen 
‚sser, welche an beiden Sammel- 
llen denselben Jodgehalt auf- 
seen. Das hängt wohl mit den ört- 
hen Wind verháltnissen zusammen, 
> eine Verunreinigung durch Ruß 
ı diesem Tage verhinderten. 


Der Mehrgehalt im Innern der 
at betrifft mehr das organisch, 
s das anorganisch gebundene Jod, 
ad zwar wiederum hauptsächlich 
as alkohollösliche, welches im 
Beste" enthalten ist. Daß aber 
uch das alkohollösliche Jod ver- 
aehrt ist, zeigt uns, daß wir das 
rganische Jod nicht ohne weiteres 
vie Gauthier (l. c.) als organisiertes 
yetrachten dürfen. Auch bei 
rauthiers Luftanalysen mag Ruß, 
ler auf viel befahrenen Meeren kaum 
'ehlen wird, eine gewisse Rolle ge- 
spielt haben. 


Nach Chatin sollen Tau und 
Reif sehr jodreich sein. Tauproben 
sind schwierig zu fassen. Vorläufig 
beschränkten wir uns darauf, einige 
vergleichende Proben von Reif zu 
untersuchen. Sie sind in den beiden 
nächsten Tabellen zusammengestellt. 


Die Probe vom Mattenhof 
wurde von einem Holunderbusch ab- 
geschüttelt. Es fielen natürlich 
dürre Pflanzenteile mit herunter. 
Man ließ die Probe deshalb durch 
ein feines Sieb fallen. Nach dem 
Schmelzen wurde sogleich durch 
eine Nutsche filtriert und nur das 
Filtrat untersucht. 

Biochemische Zeitschrift Band 139. 





Regen vom 31.1. 





Regen vom 19. XII. 











Tabelle XXII 
Trennung des anorganisch und organisch gebundenen Jods bei Regenwasser. 


In Alkohol unlöslich organisch . . . . 





HNO, 
Rest, organisch. . . .. . 








Mit H,SO, frei, anorganisch . . . . . 
X > E 
© 

Anorganisch gebunden 

Organisch gebunden 
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meteorologischen Zentralanstalt, Wesi 
ihren Jodgehalt über dem Atlantiscl 
ländern aufgenommen haben. Da a 
meldete, müssen die Schneewolken mi 
haben. Vor diesen Schneefällen war 

schneefrei. 

Bei der Probeentnahme wur 
hingestellt, oder es wurde ein St 
Schnee bis auf den Grund au 
Gipfel des Niederhorns konnte 


Dicke entnommen werden. vl 
weise ragten Grashalme } e 
Schnee ausgefüllt. Man ` e 
Sie stammte aus einer ` Le 
verarbeitete jeweils 6 1 WË 
Resultate wieder. SÉ Aë S "e 
e , 
e e CA 
Vergleichende be ` 
C- > D ` y ag 
el "~ ee e "e 
Nr Datum dée HILL Eye 
A "P u «A we.. 
Ze e p JA e 
a 2 > Dia Ps, P ZS a 
l 26./27. Es o» Si a > E m. ' En F 
. » Z e 
2 MS J 2, > CH $ we el 
£ si 4, F Pa? if wé E 
z 4 ” > A a pi la tery Å Balen e Y 
` sfa. 4 ; 
de. 
- X 7 la Gë > e A t Dì Fe ? a LC TER 
3 bo, ed A 4 Ay ai Si 
dr A 
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20. Dezember: 0,3, 0,31, 
25. Dezember: 1,18, 0,39, 
„zember bis 2. Januar: 2,40, 


le 5. Januar: 1,06, 0,73 y. 
a statt. Sie wird jedenfalls 
:hlagsmenge beeinflußt. Bei 
nahme zeigt, stieg die Regen- 
A KZ stark. 
XI. 


e K und Schnee), gesammelt in einem 
6 Bern vom 6. Dezember bis 2. Februar. 








“=. "e 
mk PS | Inneres der Stadt 
A. | Nieder: | y Jod 
A schlag . 
> A pro Liter | pro qm ¡kg pro qm! pro Liter | pro qm 





Se, Ee TH o5 | 1,9 | 441 | 534 | 68 
pœ lo | 32 || 2 18 | 52 
x Fo 0 1,33 | 7,9 5,2 
> Aa »15 | 130 | 34 | 655 | Lé 4,8 
"e Ve u | 250 | 31 1,26 | 051 op 
dy 8,30 | 0,30 | 13 | 368 | 151 | 55 
Sr, Za 13,68 | 0,331 | 56 | 13,12 | 0,31 | 56 
S. “16,80 | 0,27 | 46 [17,20 | 0,72 | 122 
S, 7,14 | 118 | 85 | 7,86 19.8 (?) 154 (?) 
16,88 | 0,39 | 7,1 || 16,32 
Se == 4 182 0,26 06 || 1,68 025 0,6 
Sa e 3,00 | 240 | 72 | 3,06 | 251 72 
CA S 4,68 | 0,82 | 39 | 3,14 | 074 | 2 
E. | 7,44 | 041 | 31 404 | 046 19 
li. ~ Armee | 25,70 | 0,13 3,3 | 24,20 0,23 5,5 
SS ` Te . ee | 9,00 | 0,09 | 0,8 7,70 | 0,25 | 19 
a A 0,60 0 o Lo 0 0 
| aw Seet > | 464 | 106 | 49 | 510 | 226 | 112 
Se de, e "a 2,16 | 0,73 | 15 | 1,32 | 140 | 19 
Big Me oe | 794 1 027 | 21 || 800 | 027 | 22 
I = WS Schnee” 1,66 | 0,46 0,8 1,92 || 0,38 | 0,7 
e y „ 0,44 
ae Ty 5 » | 026 | 0,95 | 23 — Ke em 
> A d ` ee 1,76 | 
CR e Schnee 228 06 | 15 2,42 2,86 59 
e EE 12,00 : 0,54 | 6,5 | 1212 | 110 | 13,2 
e, "TS "oam. 285 | 20 | 12 | 321 | 30 
Sy S d k Regen l 6,20 1,74 8,9 7,2 2,00 14,4 
, e "082 1 3,77 | 3,1 1,39 | 720 | 10,0 
GË H | 406 || 039 | 16 | 358 | oe | 21 
m Y) 
d Ee, des Jodgehaltes bei anhaltendem Regen wurde 
von L 
a $ c.) festgestellt. 
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Eine weitere Probe von demselben Tage wurde einige Meter obe 
halb der Brücke eines Eisenbahnúberganges in nächster Nähe d 
Gesundheitsamtes von Gebúschen abgeklopft. Eine dritte stama 
vom Gitter der Brücke. Diese beiden Proben, besonders die letzta 
waren sehr rußhaltig. Sie wurden nach dem Schmelzen ebenix 
filtriert. Man fand folgende Werte. 


Tabelle XXIII. 
Jodgehalt einiger am 14. Dezember gesammelter Proben ert 











Ort der Entnahme y Jod im kg 
Mattenhofquartier, Holunderbusch an: 2,89 
Oberhalb Eisenbahnübergang, Gebúsche . . . ` 4,61 
Brücke des Eisenbahnüberganges, Drahtgitter . 8,35 


Die starke Vermehrung in nächster Nähe und auf der Bris 
des Bahnüberganges zeigt, welch große Mengen Jod durch den Ei: 
bahnrauch, der sich da zu kondensieren Gelegenheit hatte, abgeschir« 
werden. | 

Am folgenden Tage wurden zwei weitere Proben gesammelt. Je 
eine wurde außerhalb der Stadt, in weiter Entfernung der Häre 
und ihrer Kamine, in der Nähe der Grimau bei Wabern von Gebüxi4 
entnommen, die zweite Probe stammt wieder vom Drahtgitter a 
Brücke des Eisenbahnúberganges. Diesmal wurde die Trennur;: : 
Fraktionen vorgenommen. Wir fügen der Tabelle noch eine Pri 
bei, die am Tage darauf, am 16. Dezember, oberhalb Burgdorf :: 
Ufer der Emme, weit von allen Wohnungen entfernt, zusamır- 
geschaufelt worden war. Der Reif lag hier etwa 10 cm dick. Er urte- 
schied sich vom Schnee durch seine tannennadelähnliche Sak: 
Wir geben den Jodgehalt wieder in Mikrogrammen pro Kilogramm a 


Tabelle XXIV. 
Bestimmung des anorganisch und des organisch gebundenen Jods im B | 














l Emme pl Grünau T Eisenber 

bei Burgdorf bei Waben ` ` uberoazt 
Gen d Ma E e ea EE Y o.» Dy E E 
In Alkohol unlöslich, organisch . 0,34 34 ı 10 260 Y 
Mit H, SO, freigemacht, anorgan. : 043 42 0,22 | 21 379% 
Mit HNO, a = 0,08 9 037, 34 115 9 
Rest, organisch. ..... e, 016 15 . 0.48 | 45 772 $ 

Summe. . 1,01 1,07 Ä 15,26 

Anorganisch `... 052 5l 09:5 494 3 
Organisch . . 2.222 2 220. 0,49 49 041 45 1032 6 


Die beiden ersten Proben enthalten ungefähr gleich viel Gesamt, 
jod; auch das Verhältnis des anorganisch zum organisch gebunder ı 
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ist ein ähnliches. Hingegen ist die Probe von der Grünau frei von 
der alkoholunlóslichen Komponente, die Probe vom Ufer der Emme 
enthält solche. Beim Reif vom Eisenbahnübergang ist das organisch 
gebundene Jod in doppelt so großer Menge vorhanden wie das an- 
organische, und zwar reichlicher in der alkohollóslichen Form. Wir 
haben hier ähnliche Verhältnisse wie bei den Regenwässern. 

Die Menge des Jods im Reif hängt selbstverständlich ganz, von 
der Reinheit der Atmosphäre ab. Die beiden ersten Proben, aus reiner 
Atmosphäre stammend, enthielten etwas mehr als die von uns unter- 
suchten Regen- und Schneewässer im Durchschnitt (0,85 y im Liter). 
Bei Tau müssen die Verhältnisse etwas anders liegen. Hier summiert 
sich zu dem aus der Atmosphäre niedergeschlagenen Jod das aus der 
Erde aufsteigende. Die Werte müssen also gelegentlich viel höher 
ausfallen als bei Reif. 


9. Untersuchung über den Jodgehalt von Kohlen, Asche und Ruß. 

Bei den Luft- und Wasseruntersuchungen wurde darauf hin- 
gewiesen, daß Regen, Schnee und Reif, die durch die Produkte der 
Steinkohlenverbrennung, Ruß und Rauch, verunreinigt sind, einen 
erhöhten Jodgehalt aufweisen. Man untersuchte nun Steinkohlen, 
Asche, einen Flugstaub, der bei dem Zentralheizungsofen des schweize- 
rischen Gesundheitsamtes in besonderen Kammern aufgefangen wird, 
ferner einen grauen Ansatz von der Innenseite des Kamins bei dessen 


Mündung, etwa 30 m über dem Ofen, und schließlich Ruß. Man fand 
folgende Werte: 


Tabelle A AH. 
Jodgehalte von Steinkohlen und deren Verbrennungsprodukten. 








yJ pro kg 
he, tad _ Seed 

Steinkohle . . . 2.2 22 220. | 92 
Asche Sg a a a er A e ini vie, re | 52 

| oder etwa 5,2) 

| pro kg Kohle 
Flugstaub ........... 138 
Ansatz am Kamin .. 19 000 
Bub aa e wé aa A Jee 8 38 900 


Die Steinkohle enthält sehr viel Jod, wie schon Chatin feststellte. 
Wenn wir sie ohne Alkali verbrennen, geht nahezu alles verloren; 
etwa 95% verflüchtigen sich und sind im Flugstaub und ganz besonders 
im Ruß zu finden. Hier tritt es in einer Konzentration auf, die es 
verständlich erscheinen läßt, daß dadurch der Jodgehalt der Regen- 
wässer in den Städten erheblich vermehrt wird. 

Die Verflüchtigung des Jods bei der Verbrennung hängt damit 
zusammen, daß die Steinkohlen eine saure Asche liefern. 


29* 
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Man suchte nun einige Anhaltspunkte darúber zu gewinnen, in 
welcher Form das Jod im Ruß vorkommt, vor allem, ob auch anorga. 
nisches Jod zugegen ist. Man extrahierte den Ruß nacheinander mi: 
heißem Xylol, Chloroform, Alkohol, Wasser und mit Pottaschelósunz 
Man fand folgende prozentische Gehalte in den einzelnen Fraktionen 


Tabelle XXVI. 
Jodgehalte einzelner Fraktionen von Ruß. 











Extraktionsmittel, nacheinander angewendet | 90 Jod 
A Vlok ee ee a | 6,3 
Chloroform . .......... | 0,35 
Alkohol ais a |i 70,3 
Wasser ............. | 1,8 
Pottaschelósung ........ 7,3 
Ungelóster Rückstand ..... 13,9 





Die einzelnen Fraktionen wurden soweit wie möglich weiter œ- 
trennt, um auf das Vorhandensein anorganischen Jods zu prüfeı. 
Der Beweis wäre als erbracht erachtet worden, wenn man in eine 
zugleich alkohol- und wasserlóslichen, durch Säure nicht fällbar 
Fraktion nach dem Ausschütteln mit salpetriger Säure und Chloroforz 
Jod in der Chloroformlösung hätte finden können. Das war aber nic 
der Fall. In 16 von den im ganzen 20 Unterfraktionen fand man Ju. 
Die erwähnte Reaktion trat aber nicht ein. Der Nachweis von ar 
organischem Jod wäre deshalb wichtig gewesen, weil voraussichtli: 
nur solches bei der Atmung direkt durch den Menschen verwere 
werden kann. Nun soll aber durch unseren negativen Befund nich 
gesagt sein, daß anorganisches Jod bei der Verbrennung nicht auftret: 
Es kann als Jodwasserstoffsäure, vielleicht auch als freies Jod auf: 
treten und als Gas in die Atmosphäre entweichen; dann wird mar. 
es natürlich vergebens im Ruß suchen. 

Daß ein Teil des Jods wirklich in die Luft geht, sehen wir au: 
unseren Untersuchungen von Niederschlägen. Bei der Trennung ı 
Fraktionen fanden wir in dem auf der Terrasse des Gesundheitsam!e* 
gesammelten Regen, besonders aber in dem Reif von der Brücke des 
Eisenbahnüberganges neben den großen Mengen organischen Jod: 
auch ziemlich viel anorganisches, welches nur durch die Verbrennun: 
entstanden sein kann. 

Die Hauptmenge des Jods im Ruß fand man, als man den alko- 
holischen Auszug konzentrierte, von einem abgeschiedenen schmierigen 
Körper trennte und die Lösung mit Wasser verdünnte, wobei sich 
ein Körper in braunen Flocken abschied. Er war teilweise in Pottasch ` 
löslich und aus der filtrierten Lösung durch Säure wieder fällbar. Dieser 
saure Körper enthielt 41.7%, vom gesamten Jod des Rußes. 
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Der Ruß enthält also eine ganze Reihe jodhaltiger Körper. Bei 
der Verbrennung entsteht wahrscheinlich Jodwasserstoffsäure oder 
freies Jod und verbindet sich zum Teil mit allen möglichen ungesättigten 
und sonstwie geeigneten Körpern. 

Bei der Verbrennung von Steinkohlen werden also verhältnismäßig 
große Mengen Jod in anorganischer und in organischer Bindung an 
die Atmosphäre abgegeben. Dadurch wird die Luft der Städte und 
Industrieorte wesentlich mit Jod beladen, welches durch die Nieder- 
schläge wieder großenteils an Ort und Stelle zur Erde gelangt. Wie 
verhält sich nun Holz bei der Verbrennung ? 

Man untersuchte Buchenholzasche und Buchenholzruß, beides 
von einer Bäckerei in Lütschental. Die Proben verdanke ich der Ge- 
fälligkeit von Herrn Dr. Schenk, kantonalem Lebensmittelinspektor 
in Interlaken. Ferner wurden Tannenholzasche und Tannenzapfen- 
asche von Adelboden und ein Ruß von Stiegelschwand bei Adelboden, 
der sich bei der Verbrennung von Tannenholz und Tannenzapfen ge- 
bildet hatte, untersucht. Dieser Ruß wurde dem Kaminrohr in etwa 
l] m Höhe über dem Herde entnommen. Tannenzapfenasche wurde 
mit untersucht, weil die Tannenzapfen auf dem Lande im Frühling 
ein wichtiges Brennmaterial bilden. Man fand folgende Werte: 


Tabelle XXVII. 
Jodgehalte von Holzasche und Holzruß. 














| y Jod im kg 
Buchenholzasche . . . . . 2 2.2... | 86 
Buchenholzruß .......... | 276 
Tannenholzasche ......... 62 
Tannenzapfenasche . . . . 2... | 66 
Tannenholzrub .......... | 1560 








Die Holzaschen enthalten eine ähnliche Jodmenge wie Stein- 
kohlenasche; der Ruß, besonders von Buchenholz, ist aber längst nicht 
so jodreich wie der von Steinkohlen. Das Verhältnis ist bei Asche 
und Ruß bei 


Steinkohlen . . . 2... 2.. 1:423 
Buchenholz . . . . . 2... 1.3,2 
Tannenholz . . . . 2 2 2 2. 1: 22,6 


Es entweicht somit bei der Verbrennung von Holz ein viel kleinerer 
Anteil des gesamten Jods in die Atmosphäre, weil die Holzasche alkalisch 
reagiert. Wieviel vom gesamten Jod beim Holze entweicht, läßt sich 
nicht sagen; denn wir wissen weder, wieviel Ruß auf 1 kg Holz entsteht, 
noch haben wir das betreffende Holz selbst auf Jod untersucht. 

Daß sich überhaupt ein Teil des Jods auch bei Holz trotz dessen 
hoher Aschenalkalität verflüchtigt, zeigt uns, wie vorsichtig wir bei 
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der Verbrennung organischer Substanzen sein mússen, um Verluste 
zu vermeiden, 

Man kann sich fragen, ob auch bei der Verbrennung von Tabak 
Jod in die Luft entweicht, ob vielleicht gar starke Raucher dadurr) 
gegen Kropf geschützt werden könnten. Darüber wurden folgend- 
Versuche gemacht: 

Man fand in einer guten Zigarre von 5,2g Gewicht 0.46y Ju 
Das entspricht auf 1 kg Zigarren 88.5 oder, da der Aschengehalt 21.3 
betrug, auf 1 kg Asche 415 y. 

Da sich also Jod in Zigarren nachweisen ließ, verrauchte mar 
nun eine Anzahl Schweizer Stumpen (Ormond BC) unter schwacher: 
Absaugen mit der Wasserstrahlpumpe, so daß ein Stumpen von Ser 
Länge in etwa 20 bis 30 Minuten bis auf einen kleinen Stummel ver. 
raucht war. In einer geräumigen, leeren Waschflasche fing man ds 
Kondenswasser und einen Teil des Teeres auf; dann strich der Rau! 
durch eine mit 2proz. Pottaschelósung beschickte Waschflasche. ir 
welcher mit weiterem Teer das anorganische Jod absorbiert weri ` 
mußte. Die Asche wurde besonders aufgefangen und untersuch: 
und ebenso die unverbrannten Stummel. 

Man verarbeitete zweimal zehn Stumpen von zusammen je 80er 
Länge und 25.2 und 25.7 g Gewicht. Die Länge der unverbrannte 
Stummel war in einem Falle 13.3. im anderen 9,3 cm, im Durchschnit: 
14°, der ursprünglichen Stumpen. In den Fällen, wo man kein Jo: 
fand, vereinigte man die Lösungen von den beiden Versuchen un 
arbeitete sie zusammen nochmals auf. Man fand die in der Ta 
belle XXVII wiedergegebenen Werte. 


Tabelle XXVIII. 


Jodgehalte von Schweizer-Stumpen und ihrer Verbrennungsprodukte. 








y Jod pro A 





Y Jod pro Stuck ° ‘Stumpen 
Asche. 032g aaa aaa 0.167 66 
Kondenswasser und Teer von 20 Stück e d 0 
K,CO,-Lösung. anorganisches Jod, von 20 Stück 0 U 
A A A aS s 0.25 3 
Summe... 0,417 164 


Die Hauptmenge des Jods. 60%. zieht sich beim Rauchen I! 
den Stummel zurück. der Rest findet sich in der Asche. Die Produkt 
der trockenen Destillation, Rauch und Teer. sind jodfrei, was einerseit: 
auf die stark alkalische Asche, andererseits auf die Entstehung basischt" 
Destillationsprodukte zurückzuführen ist. Es ist somit ausgeschlossen. 
daß das Jod des Tabaks dem Raucher irgendwie zugute kommt. 
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10. Untersuchungen úber den Jodgehalt von Nahrungsmitteln und einigen 
anderen pflanzlichen und tierischen Produkten. 

Es kam uns bei diesen Untersuchungen einerseits darauf an, uns 
überhaupt über den Jodgehalt der gebräuchlichsten Nahrungsmittel 
zu orientieren, andererseits sollte die Frage geprüft werden, ob der 
Jodgehalt der Vegetabilien in kropffreien Gegenden ein höherer sei 
als in Gegenden, in denen der Kropf endemisch ist. 

Wie bereits in Kapitel 6 bei Anlaß der Trinkwasseruntersuchungen. 
erwähnt, kann nach Prof. de Quervain La Chaux-de-Fonds als nahezu 
kropffrei, das Amt Signau als stark mit Kropf verseucht angesehen 
werden. Man bezog daher Gemüse von beiden Gegenden zur vergleichen- 
«len Untersuchung. Die Proben wurden zur gleichen Zeit geerntet. 
Die einen Proben verdanke ich der Liebenswürdigkeit von Herrn 
Franz Kaufmann, Direktor des Gemeindewaisenhauses von La Chaux-. 
de-Fonds. Das Waisenhaus liegt außerhalb der Stadt und ist mit 
einem bedeutenden landwirtschaftlichen Betriebe verbunden. Der 
Gemüsegarten liegt eben und ist von Mauern umgeben, also wind- 
geschützt. Düngung erfolgt nur mit Stallmist und Kompost. Die 
Gegenproben erhielt ich von Herrn Handelsgärtner Schmid in Signau. 
Der dortige Garten ist schwach geneigt und befindet sich in wind- 
geschützter Lage. Auch hier wird kein Kunstdünger verwendet. 

Wir geben in der folgenden Tabelle zunächst einmal die bei La 
Chaux-de-Fonds und Signau gefundenen Zahlen wieder, wobei wir 
auch die Trinkwässer von diesen beiden Orten nochmals anführen. 

Es. muß bemerkt werden, daß unsere Zahlen nicht die größte 
wünschenswerte Genauigkeit besitzen. Die Bestimmungen wurden 
zwar mehrfach ausgeführt mit ziemlich guter Übereinstimmung. Wurde 
aber Kaliumjodid zugesetzt, so trat in der Regel ein gewisser Verlust 
auf. Wir führten die Untersuchungen noch nicht ganz nach der in 
Kapitel 3 gegebenen Vorschrift aus. Die Zahlen dürften im ganzen 
etwas zu niedrig sein. Vergleichbar sind sie aber trotzdem, da unter 
denselben Bedingungen abwechselnd Produkte von La Chaux-de-Fonds 
und von Signau untersucht ‘wurden. 

Im allgemeinen finden wir bei gleichen oder analogen Gemüsen 
von La Chaux-de-Fonds mehr Jod als in denen von Signau. Einige 
Ausnahmen sind allerdings vorhanden. Der Kopfsalat von Signau 
enthält mehr Jod als der Bindsalat von La Chaux-de-Fonds, das Heu 
von Signau mehr als dasjenige von La Chaux-de-Fonds. Bei den 
Rhabarberblättern finden wir auch Unterschiede im gleichen Sinne, 
während die Stengel sich normal verhalten. In allen anderen Fällen 
wurde in den Produkten von La Chaux-de-Fonds mehr Jod gefunden. 

Das mag insofern auffällig erscheinen, als La Chaux-de-Fonds 
300 m höher gelegen ist als Signau, 1001 gegen 703 m über dem Meere, 
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Tabelle XXIX. 


Vergleichende Jodbestimmungen in Nahrungsmitteln von La Chauz-de-Fond 
und Signau. 


o ¡La Chaux» La Chaux. 
| desFonds Signau ` / de-Foads ` iz 
___ ¡¡SJimkg yJimkgl y Jimkg yji im; 













Kopfsalat .... ., — 27 I Kartoffel, ungeschält 18 11 
Bindsalat, Lattlich . 18 — |Rhabarberstengel . .. 10 3 
Schnittmangold . co. 15 10 [Rhabarberblátter . . | 21 CN 
Kohl, Wirsing — 6 |Apfel, ohne Kernhaus 6 SM 
Kabis, WeiBkohl . ., 20 — | Apfel, mit Kernhaus 7 SE SE 
Buschbohnen (unreif) — 8 |Apfelkernháuser . .' 32 . 19 
Musbohnen (die reifen | Weizen aa re . 1.27 Sa ` 

Früchte) `... . . o | 3 [Milch....... 9 go 
Rübli, Karotten ..' 7 5 | Trinkwasser 140 oe 
Rúblikraut . . . . | y 61 | 21 [Heu ......22. | 47 D ` 
Kartoffel, geschält 7, 4 


und wir doch gesehen haben, daß die Luft in der Höhe jodärmer s 
als in der Tiefe, und daß auch die Niederschläge weniger Jod fúbnt 
Man könnte denken, unsere Resultate seien zufällige; vielleicht ha 
der eine Gemüsegarten mehr Stallmist, der andere mehr Komp: 
erhalten, Düngungen, die sich im Jodgehalt vielleicht ziemlich untz. 
scheiden könnten. Nun aber zeigt uns der gewaltige Unterschk 
den wir im Jodgehalt der Trinkwässer gefunden haben, wovon d 
Differenzen bei den Gemüsen herrühren müssen. Das Wasser vg 
La Chaux-de-Fonds enthielt 21mal mehr Jod als das von Signs 
Somit dürfte die Erde und das Gestein im Jura bedeutend jodreikhr 
sein als im Emmental. Dieser Unterschied müßte sich auch bei de 
Gewächsen geltend machen. Daß daneben gewisse örtliche Verhältnis. 
wie Windrichtung und Windstärke am Standort der Pflanzen, größer 
oder geringere Wachstumsgeschwindigkeit, Jahreszeit, eine Rok 
spielen müssen, sr klar. 

H. Hunziker (1. c.) legt in seinen theoretischen Ausführungen gie 
den Jodgehalt he Natur auch Gewicht auf den Gehalt der Gestem 
und nimmt an, marine geologische Bildungen enthielten mehr Jœ 
als Urgestein und als Süßwassersedimente. Nun aber hat Gaulhw 
in Urgesteinen, in verschiedenen Graniten, ziemliche Mengen Ja 
gefunden. Andererseits müßte man nach Hunziker annehmen, dr 
marine Molasse sei jodreich, während doch gerade die betreffende 
Gegenden sehr von Kropf heimgesucht sind. Man kann diese Frager 
nicht ohne weitgehende experimentelle Forschungen beantworten. 
Diese Untersuchungen sollen demnächst in Angriff genommen werden. 

Die Frage, wieviel Jod ungefähr in La Chaux-de-Fonds und in 
Signau durch den Menschen mit der täglichen Nahrung aufgenommen 
wird, ist an Hand unserer Tabelle nicht genau zu lösen, weil wir js 
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nur wenige Nahrungsmittel untersucht haben und weil wir die Er- 
nährungsgewohnheiten der Bewohner der beiden Gegenden nicht 
berücksichtigen können. Trotzdem dürfen wir versuchen, uns ein 
Menu zusammenzustellen, wobei wir uns der Willkür in der Wahl 
der einzelnen Komponenten bewußt sind. 


Tabelle XXX. 
Tägliche Jodaufnahme durch die Nahrung in La Chaux-de-Fonds und in Signau 
(willkürliche Zusammenstellung). » 


| y Jod pro kg frischer Substanz 





i | La Chaux-de-Fonds | Sig | Signau ` 
300 g Brot 








or ne ne An | 24 
500 g Kartoffel ooo | 3,5 2,0 
300 g Gemüse (Durchschnitt von Salat, Mangold, ` 
Kohl, Rüben, Rhabarberstengel) . . . . . .. 4,2 | 31 
1,5 Liter Milch (worin Butter und Käse mit | | 
inbegriffen) . 2.2.2.2. 0 Eon | 13,5 ı 45 
300 g Äpfel (oder undere Früchte) ...... | 1,8 0,3 
00g Fott ua so aa e a a 0,6 0,6 
2 Liter Wasser (zum Kochen verwendetes in- | 
begritien) Li 2.0.00 wa SE E E 2,8 0,1 
10 g Kochsalz . . .............. 0 
Summe . 31,3 13,0 
Mehraufnahme in La Chaux-de-Fonds .. ..| 18,3 








Mit 10 g des jodierten Salzes der schweizerischen Kropfkommission 
nehmen wir täglich 38,3 y Jod ein, also eine ähnliche Menge, wie in 
der gesamten Nahrung von La Chaux-de-Fonds enthalten ist. Als 
Differenz zwischen den beiden Orten- finden wir 18,3 y, also etwa die 
Hälfte dieses Betrages. 


Würden wir für das Brot in La Chaux-de-Fonds denselben Wert 
einsetzen wie in Signau, was seine Berechtigung hat, da das lokal 
angebaute Getreide nur von untergeordneter Bedeutung ist, so würden 
wir für La Chaux-de-Fonds 28,8, als Differenz 15,8 y finden. Wenn 
wir außerdem den vielleicht etwas hoch gegriffenen Milchkonsum um 
die Hälfte reduzieren, so erhalten wir für La Chaux-de-Fonds 22,1, 


für Signau 10,8, als Differenz 11,3 y, also immer noch den doppelten 
Wert für La Chaux-de-Fonds. 


Es hängt sehr von der Bevorzugung einzelner Nahrungsmittel 
ab, ob wir einen größeren oder kleineren Unterschied im Jodgehalt 
der Nahrung der beiden Ortschaften herausrechnen. Da nun, wie 
erwähnt, unsere Analysenzahlen im allgemeinen etwas zu niedrig 
sind, so muß der Unterschied an den beiden Orten in Wirklichkeit 


Tabelle XXXI. Jodgehalte von Nahrungsmitteln 
und einigen anderen pflanzlichen und tierischen Produkten. 


——— EE EE — 
— 
























í Herkunft y] pro Stück PR 
See lo AAA A A EE EA AA A A A A AAA AN 
Gemüse u. Früchte aus Bern. 
Bindsalat, Lattlich . . . . ` Bern — $ 
Feldsalat, Nüssler . . | e: SC % 
„ andere Probe ` s — 3 
Topinambour. .. .. | > — D 
Äpfel, ohne Kernhaus . . | Kanton Ben ` = } 
vn mit Kernhaus `, . . a a i — V 
(E -Kernhaus e e è e o l e n == ) 
Súdfrúchte. 
Orangen, ganze Frucht . . — 2,2 i 
Er -Fruchtfleisch . . ` — — RN 
Mandarinen, ganze Frucht . — 0,3 ; 
sn -Fruchtfleisch — — } 
Zitronen, ganze Frucht. . | — 16,0 ye 
Zitronensaft . `, . gr — — 1% 
e 


Feigen, getrocknet . . . . = = 
Datteln, getrocknet, ohne Steine — — 


Getreide. 

Weizen ..... EECH Kanada — 3 
T E í La Plata | — | 
i A aa S Australien — l 
EEE Rumänien — : 
Weizenkleie E D — — : 

Mich, Eier, Fleisch 
Milch ...... Sch Bern — $ 
Butter .......... — : — IM 
Magerkäse er DA Er — — 3 
Bier ... is a ‘n. Wengi, Seeland | 1,04 ei 
EECHER Italien 1,7 l: 
Se Steiermark | 2.52 5 
ade E ha ia DN re Bulgarien 1.3 x 
Kalbfleisch `... Bern | er 2 
Rindfleisch . . .. 2.2... S — 3 
Ochsenleber . .. 2... x | — D 

Wasserpflanzen. | | 
Brunnenkrese . . . . .. ı Berner Markt | — Ve 
Bachkresse . . . 2.2... Nähe von Freiburg — Ia 
Seetang ...... SÉ Brienzer See ` ` — IS 
Agar (für Nährböden) eo a — — Je 
Meerestang (getrocknet). . Atlantischer Ozean — etwa 9000. 
Wassertiere. | | 
Forelle... 2.222020. ‚Bern.Markt (Aare?) 4,0 S 
Egli, Barsch . ...... Rem Markt (Thuner Sce?) 27 2 
Sardinen Mar ce „Amieux'(0.Kopf) | Mittelmeer 3,5 16: 
Thunfisch ........ Mittelmeer (?) ' — N 
Badeschwamm . . o Griechenland — 357000 
Fette und Öle. | 

Erdnußöl .... 222020 — | — i 
Schweinefett . . Seege Y Amerika = I 
Lebertran, raffiniert . . . Skandinavien 22 ¡NU 
e Eh, ee ie a — 350 
Vergorene Getränke. | ! 
Wells Kanton Tessin — I 


Obstwein, Birnen und Äpfel Kanton Thurgau — 
Kirschmaische . . . e | — 2 
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bedeutender sein. Wichtig für die Verhütung des Kropfes im Kindes- 
alter erscheint der hohe Jodgehalt der Milch von La Chaux-de-Fonds. 


Er dürfte wohl zum großen Teil vom Jodreichtum des Trinkwassers 
herrühren. 


Aus unseren Untersuchungen geht hervor, daß die Nahrung in 
La Chaux-de-Fonds im allgemeinen bedeutend jodreicher ist als in 
Signau, so daß man wohl annehmen darf, daß dieser Unterschied in 


bezug auf das Vorkommen von Kropf an beiden Orten eine wichtige 
Rolle spielt. 


Die durch die Nahrung täglich aufgenommene, Jodmenge haben 
wir auf 13 bis 31 y geschätzt und haben dabei eher zu niedrig gegriffen. 
Solchen Mengen gegenüber kann dem Jodgehalt des Salzes von Bex, 
den wir auf 0,88 y veranschlagt haben, keine große Bedeutung bei- 
gemessen werden. Wir nehmen ebensoviel Jod auf mit 100 ccm Milch 
oder 50 g Lattlich, 150 g Äpfel, 800 ccm Wasser von La Chaux-de-Fonds. 

Unsere weiteren Analysen von Nahrungsmitteln sind in der Ta- 
belle XXXI zusammengestellt. 

Am jodreichsten sind bekanntlich die Meeresorganismen; der 
Badeschwamm steht mit 3870000 y weitaus an erster Stelle. Schwamm- 
asche ist ja auch schon in alten Zeiten als Mittel gegen den Kropf an- 
gewendet worden. Der Meerestang steht dem Badeschwamm nicht 
schr nach. Für die bakteriologische Praxis interessant ist der ziemlich 
hohe Jodgehalt von Agar. Unter den Lebensmitteln zeichnet sich vor 
allem der Lebertran aus. Dann folgen die Süßwasserpflanzen, be- 
sonders Bachkresse, dann die Fische, gewisse Südfrüchte, Eier, grüne 
Gemüse. Geringe Gehalte finden wir bei den Bodengewächsen, 
Kartoffeln und Rüben, auch bei Getreide. Es ist interessant, daß 
die Kartoffelschalen bedeutend jodreicher sind als die Knollen selbst, 
Apfelkernháuser reicher als das Fruchtfleisch. 


Unsere Resultate sind noch recht wenig zahlreich. Es sind nur 
einige Stichproben in dem großen Gebiete, die deshalb mit der nötigen 
Vorsicht aufzunehmen sind. Gelegentlich sollen die Untersuchungen 
fortgesetzt werden. Die Zahlen sind jedenfalls teilweise etwas zu 


niedrig ausgefallen, da die Methoden erst nach uns noch ausgearbeitet 
werden konnten. 


Es wurden nun noch einige Versuche unternommen, um die Ver- 
teilung des Jods in einzelnen Pflanzen und Tieren, andere, um seinen 
Bindungszustand kennenzulernen. 

Zur Kenntnis der Jodvertcilung in Pflanzen wurden vorerst zwei 
unter sich verwandte Stauden untersucht. Topinambour (Helianthus 
tuberosus) und Sonnenblume (Helianthus annuus), die sich dadurch 
unterscheiden. daß die erste Knollen, in der Regel aber keine oder 
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nur unbedeutende, nicht ausreifende Blüten bildet, die zweite keim 
Knollen, wohl aber große Blüten und Samen. Die Topinambourstaud- 
wurde am 13. September in vollem Wachstum, die Sonnenblume anı 
24. Oktober in nahezu reifem Zustande geerntet. Die beiden Pflanzer 
stammen von verschiedenen Gärten. Man fand folgende Werte: 


Tabelle XXXII. 
Verteilung des Jods in den Organen von Helianthus tuherosus und Heliantku: 


























annuus. 
Tobinambour | Sonnenblume 
8 SEN u dest a ge ha A 
SE 3 | >J pro kg. ec d | sl  ¡73prok 
Blätter... . 132 | 38 om aam Im 
Stengel... . 3,119 : 10 3,2 184 . 14 | 78 
Wurzeln ... 038 | 84 2 | 016 | 11 68 
Knollen ..., 043 ¡ 53 D oOo — - | = 
Blumen ...  — — | — 0,97 14 14 
| trocken kg 
Samen ..... — — — l 006 : 25 42 
Blütenreste . . — — — 0,012 : 25 210 
Von Samen be- l 
freite Frucht- | | | | | 
stände ... — | - 1-0. 003 94 ; 72 





Ein Teil der Blumen wurde direkt analysiert; der Rest wurde 
ausreifen gelassen und in Samen, Blütenreste und die leeren Frucht- 
stände geteilt. Bei diesen Teilen beziehen sich die Zahlen auf luft- 
trockene Substanz. 





Das Jod ist in allen Organen verteilt; die Blätter enthalten ki 
beiden Pflanzen absolut am meisten. Auf 1 kg berechnet, sind die 
Stengel bei der Sonnenblume gleich jodreich wie die Blätter, die Wurzeln 
kommen ihnen nahe. Den höchsten Wert finden wir bei den trockenen 
Blütenresten. Im frischen Zustande würden sie wohl weniger Jed 
enthalten haben als die Blätter. Die Topinambourknollen sind ver- 
hältnismäßig jodarm, ebenso die Samen der Sonnenblumen. Es scheint 
demnach nicht, daß das Jod bei den Pflanzen bei der Vermehrung 
etwa von großer Bedeutung ist. Ob die Pflanzen es überhaupt nötig 
haben, wissen wir nicht. Die Beobachtung (s. Kapitel 7), daß es bein 
Absterben der Blätter nicht zurückgezogen, sondern wie die wertlosen 
Stoffwechselprodukte abgeworfen wird, scheint darauf hinzudeuten, 
daß die Pflanze das Jod nicht unbedingt braucht, jedenfalls nicht 
in größerer Menge, daß sie es nur enthält, weil es eben zufällig da ist. 

Man suchte nun die Verteilung des Jods bei zwei Fischen, 
einer FluBforelle und einem Seefisch, Egli (Barsch), festzustellen. Man 
fand folgende Werte: 


Win? 
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Tabelle XXXIII. 
Verteilung des Jods bei Forelle und Egli. 








| Forelle 113g Egli 94,4 kg 
ee 

Gem Ai yJ | de EE SE a yJ an yJ 
A a PE = 
askelfleisch . . . . | 67,5 | 59,7 | 15 22,3! 52,5 |55,1 | 1,11 | 204 
ber ....... | 138 | 122| 12 | 866 | 207| 22 | 03 | 600 
erstöcke .... d 0,94 | 0,83 | 10 [1030 | 97 | 113| 1,2 |124 
hilddrúse. ... .| | 0,15 | 0,13 | 0,3 ¡2000 | 0,12 | 0,13 | nicht nachweisb. 
>pf, Flossen, Rück- | | 
grat, Eingeweide ., 43,0 |380 | — | — [300 1317 | — — 


Bei der kleinen Materialmenge sind natúrlich die pro Kilogramm 
isch gefundenen Werte nicht sehr genau. Sie geben trotzdem einige 
nhaltspunkte. Die Lebern sind in beiden Fällen ziemlich jodreich, 
bschon die Süßwasserfische keinen Lebertran besitzen. Die Eier- 
töcke gaben besonders bei der Forelle einen hohen Wert. In der Schild- 
rüse wurde nur bei der Forelle eine Spur Jod gefunden. Wegen des 
eringen Gewichtes der Drüse kommt, auf das Kilogramm berechnet, 
in ziemlich hoher Wert heraus. 


Nach Chatin soll das Jod in den Pflanzen als Jodid im Zellsaft 
relóst sein. Er erhielt im Safte von Brunnenkresse direkt eine Jod- 
'eaktion. Unsere Untersuchungen über den Bindungszustand des 
Jods in zwei Gemüsepflanzen, worunter ebenfalls Brunnenkresse, 
ırgaben folgendes: 


Feldsalat (Nüssler), im Autoklav erhitzt, gibt: 
1. wässerige Lösung; wird singedampit, in alkohollöslichen und un- 
löslichen Teil getrennt; 
a) alkohollöslich, mit HNO, und Chloroform geschüttelt, 


a) Chloroformlösung . .... 3,6 y anorgan. J im kg 
p) wässerige Lösung . . . . . 
b) alkoholunlöslicher Teil . . . . . 71,1y J im kg 
2. wasserunlöslicher Teil, mit Alkohol gekocht: 
a) alkohollöslich - . . . 2»... 4,5» J im kg 
b) alkoholunlöslich . . . . . . . . 43» J im kg 
Im ganzen finden wir: 
yJ im kg ob 
anorganisch . . . . 3,6 18,4 
organisch . . . . . 15,9 81,6 
Summe . . . 19,5 
In einem anderen Nüssler: 
anorganisch . . . . 3,2 12,7 
organisch . . . . . 27,2 87,3 


Summe ... 30,4 
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Brunnenkresse, mit Wasser gekocht, gibt: 
l. wässerige Lösung. Wird in alkohollóslichen und unlöslichen Te 
getrennt: 


a) alkohollöslich, mit HNO, und Chloroform geschüttelt 


Chloroformlósung . . . . . . 21,5 y anorgan. J im kz 
Wässerige Lösung ...... 2874 J im kg 
b) alkoholunlöslich . . . . . . . . 3,83 im kg 
2. wasserunlöslicher Teil . . . . . . . .410 „Jim kg 
Im ganzen finden wir: 
yJ im kg “h 
anorganisch . . . . 21,5 4,8 
organisch . . . . . 416,6 95,2 
Summe . . . 438 


Das Jod ist somit in den beiden untersuchten Pflanzen hau; 
sächlich in organischer Form vorhanden. Das anorganische Jod hetraz 
nur etwa 5 bis 20%, des gesamten. Wie sich andere Pflanzen ur. 
Pflanzenteile verhalten, ist noch nicht näher untersucht worden. H: 
gegen wurde der Bindungszustand des Jods bei Milch geprüft. I: 
Untersuchung wurde im Mai vorgenommen, und zwar mit Milch y: 
derselben Quelle (Tiefenau), von welcher die Milch in der Tabelle AAA 
stammt. Jene war im September analysiert worden. 


Man fällte je 1 Liter auf das Dreifache verdünnter Milch mit Essz- 
säure und filtrierte dann das Casein und die Hauptmenge des Fett- 
ausmachenden Niederschlag durch ein Tuch. Dann wurde aufgekod' 
und vom Albumin und dem Rest des Fettes abfiltriert. Man dampf 
das Filtrat zum Kristallbrei ein, zog ihn gründlich mit Alkohol o 
und bestimmte nach weiterer Reinigung des Auszuges das anorganisc: 
Jod durch Extraktion mit Chloroform und salpetriger Säure. Mi 
fand folgende Verteilung des Jods: 











An Kasein und Fett gebunden . . . ER 5.0 
An Albumin und den Rest des Fettes gebunden E E 1.9 
Sonst irgendwie organisch gebunden (wohl an andere 
FaweiBkorpen)s or A ar IR ee a 13.0 
Anorganisch `... 40 = 10 
Summe. . 23.9 


Der Jodgehalt ist nahezu fünfmal höher als im September. Ur 
dies Resultat ein zufälliges ist, vielleicht von der Jodbehandlung ei? 
Kuh herrúhrt, oder ob die Jahreszeit von so großem Einfluß ist. mib 
weiter untersucht werden. Auffallend ist in diesem Zusammenhang: 
der ebenfalls schr hohe Jodgehalt von Butter (106 y), die ebenfalls 
vom Slonat Mai stammt. 
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Wir finden das Jod der Milch also hauptsächlich an Fett und 
n die verschiedenen Eiweißkörper gebunden und nur zum kleinen 
ceil in anorganischer Form. 

Man könnte vermuten, das in den Eiweißfraktionen gefundene 
Jod könnte durch Adsorption festgehaltenes Jodid sein. Um dies 
u prüfen, fällte man eine weitere Probe Milch mit Alkohol, filtrierte, 
xochte den Niederschlag mit viel Alkohol aus, wusch ihn auf der Nutsche 
mit Alkohol und, um das Fett zu entfernen, mit Äther gründlich aus. 
Auch nach aieser Reinigung fand man noch eine starke Jodreaktion. 
Ein Teil des Jods muß somit wirklich an Eiweiß gebunden sein. 

Im Ochsenblut wurde durch ein ähnliches Trennungsverfahren 
auch eine Spur anorganischen Jods gefunden. Die Hauptmenge war 
hier an die Albuminfraktion des Serums gebunden. 

Uber die Wirkung der Bodendüngung mit Jodid auf den Graswuchs 
wurde folgender Versuch gemacht: 

Am 3.Juni wurden 16qm einer frisch geschnittenen Wiese in 
einem Garten mit einer Lösung von be Kaliumjodid gleichmäßig 
begossen. Auf das Quadratmeter kamen somit etwa 240000 y Jod. 
Der Erfolg ist in der Tabelle XXXIV wiedergegeben. 


Tabelle XXXIV. 
Düngungsversuch einer Wiese mit 240000 y J pro Quadratmeter. 








Gedüngt | Ungedüngt = 
7J prokg | yJ pro kg 
Gras | Heu | Gras | oe 
l EEN 





E EE aen a 
2. VIII. (2 Monate naeh der Düngung) . . 92 475 


26. IX. (nahezu 4 Monate nach der Diingun | 104 ' 520 ' 31 | 153 
g Hi i 








>is 
Wi 


Während der Versuchszeit regnete es. oft und heftig. Die Wirkung 
ist im Verhältnis zu der angewandten Jodmenge nicht gerade bedeutend; 
sie ist aber anhaltend. Nach 4 Monaten finden wir einen etwas höheren 
Wert alsnach 2 Monaten. Auffallend ist der ebenfalls ziemlich hohe Jod- 
gehalt des ungedüngten Grases vom 26. September. Dieses wurde einige 
Meter neben dem gedüngten geschnitten. Man hat den Eindruck, als ob 
dies Gras an der Düngstelle aus dem Boden aufgestiegene Joddämpfe 
aufgenommen hätte, als ob eine indirekte Düngung auch hier erfolgt sei. 

Das mit Jodid gedüngte Gras unterschied sich vom ungedüngten 
an Wuchs und Uppigkeit weder im Herbst, noch im folgenden Frühjahr. 


11. Zusammenfassung. 
Die Reaktion auf jodierte Salze nach Eggenberger wird modifiziert 
und empfindlicher gestaltet. 
Zur Bestimmung des Jods in künstlich jodierten Salzen wird die 
Titration nach Winkler benutzt. Es werden Versuche über die Ab- 
nahme des Jodgehaltes beim Lagern von Salzen verschiedener Provenienz 
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ausgeführt. Reinere Salze verlieren im allgemeinen weniger Jod d 
rohere. Austrocknung begünstigt den Verlust, Feuchthaltung wirkt ihr 
entgegen. Alkalische Zusätze üben eine konservierende Wirkung au: 
es gelang aber einstweilen noch nicht, den Jodverlust ganz zu vermeide 

Es werden genaue Anleitungen gegeben zur Bestimmung kleins: 
Jodmengen in Wässern, Salzen, pflanzlichen und tierischen Material: 
auf kolorimetrischem und titrimetrischem Wege, wie auch zur Trennu:: 
des anorganisch und organisch gebundenen Jods. 

Einige neue Laboratoriumsapparate werden beschrieben, e 
Chlorentwicklungsapparat, ein Zentrifugiermikrokolorimeter, ein Zentr. 
fugierscheidetrichter. 

Untersuchungen unserer schweizerischen Salze zeigen, daß sow 
das Salz der Vereinigten schweizerischen Rheinsalinen, als auch gar 
besonders dasjenige von Bex Jod enthält. Letzteres übertrifft ir 
Jodgehalt eine Reihe von untersuchten südfranzösischen Salzen, w« 
unter auch Meersalze. Die Sole von Schweizerhalle zeigt einen wechsel: 
den Jodgehalt. Als außerordentlich jodreich erwiesen sich Salze, d 
als Nebenprodukte der Salpeterraffinierung in Bordeaux gewonnen u 
dort konsumiert werden. 

Bromsalze enthalten wechselnde, zum Teil ziemlich betráchtlic: 
Jodmengen. 

Der Jodgehalt des Berner Trinkwassers ist starken Schwankung: 
unterworfen. Der Jodgehalt der Trinkwässer scheint im allgemein: 
im Winter höher zu sein als im Sommer. Der Gehalt der Flußwäs' 
schwankt ebenfalls sehr und hängt von der Regenmenge und der. 
Jodgehalt der Niederschläge ab. Unterhalb Berns ist die Aare deutli 
jodreicher als oberhalb. 

Es wird Jod in der Luft nachgewiesen. Beim Stehenlassen vg 
Regenwasser verflüchtigt sich sein Jod ganz oder teilweise. Dies: 
Verlust wird darauf zurückgeführt, daß Kohlensäure aus Nitrite 
salpetrige Säure frei macht, welche dann aus Jodiden Jod abspalte 
Auch aus der Erde entweicht Jod in elementarer Form, und zwi 
mehr aus gedüngtem, als aus ungedüngtem Boden. Das aufsteigen 
Jod findet sich in den alleruntersten Luftschichten angereichert vor 
Die Blätter assimilieren Jod direkt aus der Luft. 

Die Verteilung des Joddampfes in der Luft, wie sie sich bei ruhig 
Atmosphäre einstellen müßte, wird berechnet. Jodbestimmungen D 
Niederschlägen zeigen ein anderes Verhältnis. Die höheren Luft 
schichten enthalten infolge der Windwirkung mehr Jod, als die Rechnung 
ergeben würde. 

An Orten, wo viel Steinkohlen verbrannt werden, enthält die 
Luft und enthalten die Niederschläge bedeutend mehr Jod als an Orten 
mit reiner Atmosphäre. Das Innere der Stadt, die Nähe der Babn. 
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macht sich deutlich geltend. Besonders jodreich war ein Reif von 
ler Brücke eines Eisenbahnüberganges. 

In den Quellwässern, Flußwässern und Niederschlägen findet sich 
in der Regel anorganisch und organisch gebundenes Jod zugleich vor. 

Bei der Verbrennung von Steinkohlen geht der größte Teil des 
Jods in die Luft; bei der Holzverbrennung findet sich der Hauptanteil 
in der Asche; aber auch hier verflüchtigt sich ziemlich viel Jod. Im 
Tabakrauch ließ sich kein Jod nachweisen. Im Steinkohlenruß wurde 
nur organisch gebundenes Jod gefunden. 

Vergleichende Untersuchungen über den Jodgehalt von Nahrungs- 
mitteln im nahezu kropffreien La Chaux-de-Fonds und im kropf- 
verseuchten Signau ergaben für La Chaux-de-Fonds bedeutend höhere 
Jodgehalte. Das Trinkwasser von La Chaux-de-Fonds ist mehr als 
20mal jodreicher als dasjenige von Signau. 

Es wurden weitere Lebensmittel und einige andere pflanzliche 
und tierische Produkte untersucht. Weit voran im Jodgehalt stehen 
Badeschwamm und Meerestang. Unter den Lebensmitteln fand man 
im Lebertran am meisten Jod. Ihm folgt die Brunnenkresse. Von ` 
den pflanzlichen Nahrungsmitteln sind im allgemeinen die Blattgemüse 
am jodreichsten, von den tierischen die Eier. 

Die Verteilung des Jods in den verschiedenen Organen von Pflanzen 
und Tieren (Fischen) wurde an einigen Beispielen untersucht. Das. 
Jod findet sich in den verschiedenen Organen in wechselnden Mengen. 
Nicht nur in den Tieren, sondern auch in den Pflanzen herrscht das 
organisch gebundene Jod bei weitem vor. 

Joddüngungsversuche mit Gras ergaben keine sehr große Jod- 
aufnahme durch die Pflanze; die Wirkung ist aber lange anhaltend. 

Durch die vorliegenden Untersuchungen werden die Arbeiten 
Chatins über diesen Gegenstand weitgehend bestätigt, und zwar haupt- 
sächlich in folgenden Punkten: 

Jod läßt sich ziemlich in allen Naturprodukten 'nachweisen und 
bestimmen. Süßwasserpflanzen sind bedeutend jodreicher als Land- 
pflanzen. Jod entweicht aus dem. Boden und den Gewässern. Luft 
und Niederschläge sind in der Höhe jodärmer als in der Tiefe. 

Als unrichtig angesehen wird Chatins Annahme, daß der Jodgehalt 
der Luft für die Verhütung des Kropfes von Bedeutung sei, da die 
Luft außerordentlich wenig anorganisches Jod enthält im Vergleich 
zum Jodgehalt der menschlichen Nahrung. 

Die Schlußfolgerung Chatins, Kropf und Kretinismus würden 
durch Jodmangel der Nahrung bewirkt bzw. durch genügende Jod- 
zufuhr verhütet, werden durch die vergleichenden Untersuchungen 
von Nahrungsmitteln von La Chaux-de-Fonds und Signau gestützt. 
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Die Rolle der Bakterien bei der „Milchsäuregärung der Glucose 
durch Peptone“:). I. 


Von 


Oskar Acklin. 


(Aus dem hygienisch-bakteriologischen Institut der eidg. Techn. Hochschuk 
in Zürich.) 


(Eingegangen am 26. Mai 1923.) 


Vor etwa Jahresfrist haben wir im hiesigen Laboratorium auf Ver- 
anlassung des Autors der unten zitierten Arbeit einige Sterilisation: 
versuche an seinem Gärsystem vorgenommen. Wir haben 2proz. 
Zucker- und Peptonlósungen?) getrennt im Dampftopf der fraktioniertez 
Sterilisation unterworfen, und zwar während 10 bis 15 Minuten an jè 
drei aufeinander folgenden Tagen, und kamen dabei zu dem Ergebnis, 
daß diese Behandlungsweise das erwähnte System seiner zuckerspal- 
tenden Eigenschaften beraubt. 

Wenn auch zunächst diese Sterilisationsergebnisse zwangsweix 
zur Deutung führen mußten, daß in den Schlatterschen Milchsäur- 
gärungsversuchen den Bakterien die ausschlaggebende Rolle zukommen 
müsse, so blieb bei objektiver Stellungnahme gegenüber jenen Ver- 
suchsergebnissen doch noch die Möglichkeit offen, daß durch die Ten- 
peratureinwirkung bei der Wärmesterilisation die innere chemisch- 
physikalische Struktur des Glucose-Pepton-NaHCO,-Systems Ver- 
änderungen erlitten haben könnte, daß also das Ausbleiben einer Gárung 
entweder durch Beseitigung deren äußerer Ursache, der Bakterien. 
oder durch Zerstörung der inneren Bedingungen, Systemstruktu 
Glucose-Pepton-Bicarbonat, möglich sei. 

Um diese Frage, ob äußere öder innere Ursachen, zu entscheiden. 
nahmen wir uns vor, die Schlatterschen Versuche nachzuprüfen. In 
dieser ersten Mitteilung suchen wir zunächst die beiden folgenden 
Fragen abzuklären: 


1) „Milchsäuregärung der Glucose durch Peptone“* von Gottfried 
Schlatter. ¡Aus dem Physik.-chem. Institut der E. T. H. Zürich.) Dies 
Zeitschr. 131, 362, 1922. | 

2) Beide Stoffe hierfür erhielten wir vom Autor. 


). Acklin: Bakterien bei der „Milchsäuregärung durch Peptone“. I. 453 


1. Sind die Schlatterschen Versuche reproduzierbar ? 

2. Ist es möglich, solche positiv ausfallende Gárversuche zu beob- 
chten, bei denen Bakterientätigkeit nicht die ausschlaggebende Rolle 
pielt ? 

Voraus jedoch noch einige technische Angaben: Bei der vorliegenden 
\rbeit benutzten wir vom Beginn bis zum Abschluß ausschließlich 
olgende drei chemische Körper: 

1. Natriumbicarbonat ‚zur Analyse” von Kahlbaum. 

2. Traubenzucker, rein, von Siegfried-Zofingen. 

3. Peptone, wie sie weiter unten näher bezeichnet sind; alle von 
Stegfried-Zofingen bezogen, zum Teil in braunen Pulverflaschen, mit 
Korkstopfen und Pergamentpapier verschlossen, zum Teil in sterilen 
Doppelschalen (Petrischalen) in einer Kupferbüchse bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt. Die Entnahme dieser Stoffe ( bis 3) erfolgte 
unter Beobachtung völliger Sterilität. 

Die verschiedenen Peptone sind mit römischen Ziffern gekenn- 
zeichnet. Diejenigen, die stets unter Kork- und Pergamentverschluß 
standen, weisen rechts unten an ihrer Ziffer ein ,,0'* = ‚Original‘ auf. 
Die anderen Peptone, ohne dieses OH", stammen aus den erwähnten 
Doppelschalen, welche das sterile Aufbewahren und die Entnahme 
wesentlich erleichterten, dafür aber die Peptone ausgiebiger der Be- 
einflussung der Atmosphärilien aussetzten (z. B. Austrocknung in 
dünner Schicht mit relativ großer Oberfläche). j 

Die verwendeten Peptone sind die folgenden: 


S d Pepton sic. cum sale ,,Siegfried:“* 
To (Io, wurde für sich später bezogen). 
IV  Pepton sic. e carne. 


Vo ) Pepton sic. „Witte“. 


et, Pepton sic. ,,Merck:*“. 
VII Pepton sic. sine sale. 
VIII Pepton ex albumine, 
IX. Pepton „Witte“ von Kahlbaum?). 

Bezüglich der Reproduzierbarkeit stellt Schlatter S. 368 fest, daß 
diejenige der Lösungen mit 1%, Pepton sehr gut ist, die mit 5 bis 109; 
Pepton nicht so vollkommen, indem sowohl die Inkubationszeit als 
der Endpunkt der Gärungen individuellen Schwankungen unterworfen 
sind. Wir haben demgemäß folgende, genau nach Schlatters Angaben 
(S. 368) durchgefúhrte Versuchsreihen angestellt (s. 1. und 2. Kon- 
zentration). 





1) Wurde uns vom Autor der zitierten Arbeit zur Verfiigung gestellt 
und repräsentiert das von ihm verwendete Pepton „Witte“. 
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1. Konzentration von Pepton-Zucker-NaHCO, je 1%. 


| Beginn der j 
Pepton Giras Ende der Gárung nach Std. Gebildetes Gas in Vol-Tel 
na td. : 





Lo a) 2 37 
| b) > 23 37 
IV a) — | Kein Gäreffekt! 
b) — Bakterienwachstum ! — 
Vo a) 47 100 6/10 
b) 61 160 °/10 
VIo a) — Kein Gäreffekt! — 
b — {|Kein Bakterienwachstum ! 
am 18. Tage! 
VII | a) 21 | 37 Die 
| b) 2 47 7:5/10 
VIII | a) 23 39 3/10 
b) — Kein Gäreffekt a 
| | Bakterienwachstum ! 
Kontrollen: 
1. Pepton Lo, IV, Vo, VIo, VII, VIII/NaHCO,: Kein Gärefis 
(Bakterienwachstum). 
2. Zucker-Pepton Io, IV, Vo, VIo, VII, VIII: Kein’ Gärefidı 
(Bakterienwachstum). 


3. Zucker/NaHCO,: Kein Gäreffekt (kein Bakterien wachstum). 


2. Konzentration von Pepton 10%, von Zucker 2% und von Na HCO; 1°. 











| Beginn der | . | 
Pepton ärung | Ende der Gärung nach Std. Gebildetes Gas in Vol+Tda 
| nach Std. : 







I a) 2 | 66 lä 
b) 50 100 
Io a) 16 20 
" b)~ 21 20 
Sc Y er 9 39 
b)<_16 | 24 
Kontrollen. 


Pepton I, Ion, und Io /NaHCO,: Kein Gäreffekt (Bakterienwac 
Zucker/Pepton I, Io und Ig,: Kein Gäreffekt (Bakterienwac 
Zucker/NaHCO,: Kein Gäreffekt (kein Bakterienwachstum). 


Die Versuche in der Konzentration von 1% Pepton-Glu 
Na HCO, ergeben somit für das Pepton siccum cum sale ,,Siegín 
Original einen Beginn der Gärung nach etwa 26stündiger Bebrü 
während die Gärung etwa 13 Stunden dauert und °/,, des móglic 
Gasvolumens produziert. Für das Pepton sic. e carne ergibt sich w 
ein Bakterienwachstum, aber kein Gäreffekt! Beim Gársystem ( 
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Pepton-,‚Witte‘‘-Original schwankt die Inkubationszeit zwischen 47 
bis 61 Stunden, die Gärung dauert 53 bis 100 Stunden, während gleich- 
mäßig */, des möglichen Gases gebildet werden. Für das Gärsystem 
des Pepton sic. „Merck“-Original ergibt sich weder ein Gäreffekt noch 
ein Bakterienwachstum! Beim Pepton sic. sine sale fällt die Inkuba- 
tionszeit zwischen 21 bis 23 Stunden hinein; die Gärung dauert 16 bis 
24 Stunden und produziert bei einer Gärdauer von 16 Stunden ?/,, der 
möglichen Gasvolumina! Das Gärsystem des Pepton ex albumine 
zeitigt noch größere Schwankungen in seinem Gärverlauf. Neben einer 
Inkubationszeit von 23 Stunden, einer Dauer der Gärung von 16 Stunden 
und einer Gasproduktion von 8/,, des möglichen Volumens fehlt anderer- 
seits bei vorhandenen Bakterien der Gäreffekt völlig! 

Die Versuche mit der Konzentration von 10%, Pepton, 2%, Zucker 
und 1% NaHCO, ergeben für das Pepton sic. cum sale ‚Siegfried‘ 
eine Inkubationszeit von 26 bis 50 Stunden, wobei die Gärung 40 bis 
50 Stunden dauert und bei 40stündiger Dauer die maximale Gasmenge 
liefert, während andererseits trotz einer 50stündigen Dauer nur $/,, 
des möglichen Gasvolumens geliefert werden. Wesentlich andere Werte 
ergeben die Versuche mit dem Pepton sic. cum sale ‚‚Siegfried‘‘-Original. 
Die Inkubationszeit sinkt auf 16 bis 22 Stunden, ebenso die Gärdauer 
auf 4 bis 17 Stunden, wobei sowohl während 4 als während 17 Stunden 
dieselbe maximale Gasmenge erzeugt wird. Ähnlich verhält sich das 
Pepton sic. cum sale ‚Siegfried‘‘-Original, das nachträglich bezogen 
wurde. Die Inkubationszeit liegt zwischen 15 und 21 Stunden, die 
Gärung dauert 8 bis 18 Stunden und liefert diesmal wiederum gleich- 
mäßig °/,, des möglichen Gasvolumens. 

Die Kontrollversuche für die Konzentrationen von 1% und 10% 
Pepton ergeben übereinstimmend für alle Peptone folgende Verhältnisse: 
Das System Pepton-Zucker und auch das System Pepton-NaHCO, 
lassen ein Bakterienwachstum aufkommen, aber keinen Gäreffekt. 
Das System Zucker-NaHCO, zeitigt auch kein Bakterienwachstum 
mehr. Die Peptone scheinen somit die Bakterienträger zu sein, während 
Glucose und NaHCO, als frei von solchen erscheinen. 

Was die andere eingangs gestellte Frage betrifft: Ist es möglich, 
solche positiv verlaufende Gärversuche zu beobachten, bei denen Bakterien- 
lätigkeit nicht die ausschlaggebende Rolle spielt?, waren wir uns klar, 
daß diese Frage nur auf Grund einer breit angelegten Versuchsreihe 
einigermaßen befriedigend abgeklärt werden könne. Wir haben dem- 
nach nacheinander die drei folgenden Versuchsreihen mit je drei bis 
vier Parallelproben durchgeführt. Wir wählten die Konzentrations- 
verháltnisse Pepton-Glucose-NaHCO, zu je 1% und beobachteten 
in diesem System nach bestimmten Zeitintervallen das Auftreten des 
Gäreffektes und gleichzeitig die entsprechenden Bakterienverhältnisse. 
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De Proben à 10 ccm Lösung wurden alle in Sacchárimetern im Brut- 
chrank bei 37° gehalten. Der Gareffekt wurde am Gas (G.), die Bakterien 
B.) an der Trübung und durch mikroskopische und kulturelle Prüfung 
estgestellt. 

Charakterisierung des makroskopisch sichtbaren Verlaufs der an- 
jeführten Gärversuche: Der Gärung geht ein bei den verschiedenen 
(anfangs klaren, weil filtrierten!) Pepton-Glucose-NaHCO,-Systemen 
verschieden intensives Trübwerden (Opaleszenz bis Ausflockung) 
voraus. Im Verlaufe der Gärung verstärkt sich die Trübung und 
erreicht ein Maximum (in diesen Zeitpunkt fällt die kräftigste Gas- 
entwicklung). Die maximale Trübung erfährt bei einigen Systemen 
gegen den Abschluß ihrer Gärtätigkeit eine deutlich sichtbare Ver- 
minderung, indem entweder ‚ballige‘‘ Flocken an den Wandungen des 
Saccharimeters zur Abscheidung gelangen, oder es setzt sich an der 
tiefsten Stelle des Gärgefäßes ein ganz feiner Niederschlag von vari- 
ierender Stärke ab. Die mikroskopische Untersuchung des Nieder- 
schlages und der Flocken ergab, daß es sich im wesentlichen um Bakterien 
handelte, die zum Teil bei den, verschiedenen Peptonen sich auch 
morphologisch als verschieden erwiesen, zum anderen Teil sich morpho- 
logisch durchaus glichen. 

Es wurde ferner beinahe regelmäßig beobachtet, daß solche Gár-. 
systeme, die in einem bestimmten Zeitpunkt ihrer Gärung kräftig 
getrübt waren, teilweise sogar ‚ausgeflockt‘“ hatten, nach beendeter 
Gärung bei einigem Stehen häufig wieder klar erschienen. Ein ent- 
sprechendes Neigen solcher Proben ergab durch Aufwirbeln der Aus- 
scheidung meistens wieder das Aussehen während der Gärung. 

Wie bereits angedeutet, ist der makroskopisch sichtbare Verlauf 
der Gärung mit den verschiedenen Peptonen ein verschiedener und 
gleichzeitig für das betreffende Pepton ein mehr oder weniger charak- 
teristischer. So zeigt z. B. der Gärverlauf der drei Peptone I, I, und 
Io, folgendes Aussehen: Nach Ablauf der für die Peptone bestehenden 
Inkubationszeiten beginnt eine stetig kräftiger werdende Trübung, 
und zwar vorab vom aeroben Schenkel her, sich im Gärsystem zu ver- 
breiten. Es steigen anfangs nur wenige feine Gasblasen zu den bereits 
vorhandenen auf. Die Systeme trüben sich immer intensiver, womit 
nun eine äußerst kräftige Gasentwicklung beginnt. Die Trübung läßt 
meistens etwas nach, die Gasbildung ebenso, aber weniger; schließlich 
tritt eine Aufhellung der Gärlösung ein. Die Gärung geht gegen ihren 
Abschluß zu meistens äußerst langsam vor sich, so daß zum Teil noch 

vor deren Beendigung das Gärsystem beinahe völlig geklärt erscheint, 
während in seinem Innern suspendiert oder an den Wandungen des 


Saccharimeters haftend, sich ,,ballige** Flocken abgeschieden haben. 
Diese sinken später nieder. 
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Für die ‚beiden‘ Peptone V und Vo sind die äußeren E 
scheinungsformen des Gärverlaufs etwa folgende: Nach Ablauf d- 
auch hier für die beiden Peptone verschiedenen Inkubationszeit: 
tritt allmählich eine gleichmäßige Trübung auf. Indem sich diese imnrr 
mehr verstärkt, beginnt eine relativ langsame Gasentwicklung, A 
allmählich ihre maximale Intensität erreicht, um meistens noch lanz- 
samer abzuklingen; dabei werden fast regelmäßig in großen Zeitinte:- 
vallen noch ganz geringe Gasmengen entwickelt. Wir möchten di~ 
letztere Erscheinung als ,Nachgárung'* bezeichnen, indem wir dafi: 
halten, daß dieser nicht die gleiche Ursache zugrunde liegen kann vr 
der vorausgegangenen „Hauptgärung‘“. Die Art der Gasentwicklur: 
in der ,Hauptgárung” erinnert ausgesprochen an eine solche, v. 
Bakterien die direkte Ursache sind; die „Nachgärung“ zeigte dage: 
eine ausgesprochene Übereinstimmung mit der hier bereits bekannte: 
Gärungsart, die über den Weg der Säurebildung aus Bicarbonat (0, 
freimacht. Die allgemeine Trübung wird langsam lichter, und e: 
dichter, staubartiger Belag scheidet sich am Grunde des Sacchar: 
meters ab. 

Was die Gärerscheinungen des Peptons IX betrifft, haben w: 
beobachtet, daß dieselben im wesentlichen ähnlich denjenigen de 
‚Peptons I sind; es fehlt hier dagegen die Flockenbildung, und der Gär- 
verlauf ist weniger energisch als dort. 

Bezüglich der übrigen Pepton-Glucose-NaHCO,-Systeme, a: 
welchen keine Gärungserscheinungen festgestellt werden konnten, war 
zu beobachten, daß meistens vom aeroben Schenkel des Saccharimeter 
ausgehend eine mehr oder weniger intensive, gleichmäßige Trübun: 
sich langsam ausbreitete, um später langsam zu verschwinden, am 
Grunde des Saccharimeters einen feinen Belag bildend. Bei andere: 


Gärsystemen kam es überhaupt zu keiner beachtenswerten Gesamt- | 


trübung, sondern höchstens zur Bildung einer Spur von Bodensa!”. 
der sich erst durch Aufwirbeln in Form von zarten Schlieren bemerkbar 
machte. 

Um die Eigenschaften der aufgetretenen Niederschläge und Flocken 
noch näher kennenzulernen, führten wir folgenden Versuch aus: 

Aus jedem Gärversuch der Reihe II (13. Juni 1922) und Ii 
(19. Juli 1922), sofern er Niederschläge oder Flocken aufwies, wurden 
unter Wahrung völliger Sterilität je zwei Ösen in sterile Traubenzucker 
bouillon übertragen und nach Bebrütung während 38 Stunden bei 37 
folgende Resultate festgestellt: 

Um unsere Vorversuche möglichst vielseitig zu gestalten, führten 
wir anschließend noch einen Sterilisationsversuch durch: 

a) Je 1proz. Pepton-Io und Glucoselösung wurden bei 37° bebrite!. 
Nach 10 Stunden konnte äußerlich nur eine äußerst schwache Trübun? 
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Reihe II (13, VI. 1922). Reihe III (19. VI. 1922). 
Säure e Sá e ` Gas» 
Gare versuch such | | produktion | en | Gärversuch oe aech produktion 
IE | Fr EES Io, HE | g 
Lo, ZE ea i e „102 T D 
I | + Ss Ke SC DES 
gi: e E S ti | = a 
or, | — — ol, = = 
IV, | — e IV, | = Wes 
o1V, Ea | — Vo, | + Ge 
V, + |! + Ya Jr a Ar ee 
e? SES | SC D ek | E 
VE el = y 1 a 
vw, © = | -= ovi, | — = 
evil, | -= — VI, x e 
IX, | Te EE VII, -E sg 
IX = — - VII — | — 
GI + 0) - VII, a > 
VIII — — 
| | TX, pa Zi 
| | e E EE = 
| IX, SE = 





= ganz spärliches Bakterienwachstum im Gárversuch. * = nach 
24 Stunden in der Traubenzuckerbouillon. 


beobachtet werden. Davon wurde in Bouillon abgeimpft. Resultat 
nach 24 Stunden bei 37%: Beinahe Reinkultur von Kokken. 

b) Obigem System wurde 1% NaHCO, beigefügt und weiter be- 
brütet. 5 Stunden nach diesem Zusatz: Beginn einer starken Gas- 
entwicklung, nach vorangegangener verstärkter Trübung. Diese 
Trübung erwies sich unter dem Mikroskop als aus Kokken und sporen- 
bildenden Bakterien bestehend. Von ihr in Bouillon abgeimpft ergab 
nach 24 Stunden bei 37° kräftiges Wachstum von Kokken und sporen- 
bildenden Stäbchen. 

c) Die 2proz. Lösungen von Pepton Io und Glucose wurden ge- 
trennt während 10 Minuten im Autoklav bei 108° gehalten. Von diesen 
Lösungen wurden unter Wahrung der Sterilität je 5ccm und 0,l g` 
(= 1%) NaHCO, miteinander in sterilen Gärkölbchen gemischt und 
bei 37° bebrütet. Dieses so sterilisierte System zu je 1%, verblieb auch 
fernerhin ohne jede äußerlich sichtbare Veränderung vollständig klar. 

Davon in Bouillon verimpft und bei 37° bebrütet. Resultat: 
Sterilität. 

Auf Grund der bis jetzt angeführten E EE kommen 
wir zu folgenden Schlußfolgerungen: 

1. Die Versuche betreffend die Reproduzierbarkeit (s. S. 454) 
für die Konzentration von je 1% Pepton-Glucose-NaHCO, ergeben 
die allergrößten Schwankungen, und zwar sowohl mit verschiedenem, 
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als auch mit ein und demselben Pepton. Diese Schwankungen mad 
sich in den Versuchen mit den gleichen Peptonen durch den verschiede 
Beginn der Gárung und deren Endpunkt, sowie durch den verschid 
großen Gäreffekt bemerkbar. Bei den Versuchen mit den verschieden 
Peptonen ergibt sich vor allem die bemerkenswerte Tatsache. a 
Peptone, z. B. Vo, die Schlatter als ‚„unwirksame‘“ bezeichnet (s. d 
S. 376), sich bei uns als „wirksam“ erweisen! Übereinstimmend D 
alle diesbezüglichen Versuche mit allen Peptonen mußte außer 
festgestellt werden, daß die von Schlatter angegebenen Werte in ba 
auf Beginn und Abschluß und somit die Dauer der Gärung in kam 
einzigen Versuch von uns wiederum beobachtet werden konnten! 

gibt für die vorliegende Konzentration des Gärsystems eine Inkubatie 
zeit von etwa 15 Stunden und eine Dauer von etwa 10 Stunden, ts 
einen Abschluß der Gärung nach etwa 26 Stunden an (s. Schai 
S. 369/370). Wir dagegen haben als kürzeste Inkubationszeit 
21 Stunden, als kürzeste Gärdauer etwa 13 Stunden und als kürsx 
Abschlußzeit einer Gärung 37 Stunden feststellen müssen ! 

Schlatter hat das Gársystem mit der Konzentration von 1°, u 
das reproduktionsfähigste) angegeben. — Es erhebt sich nun die Frar 
Welche diesbezüglichen Resultate ergeben sich aus unseren Versuchs 
im Gársystem mit 10% Pepton, 2% Glucose und 1%  NaHCÚ,' 

Wir können mit Schlatter feststellen, daß hier die Inku bationse: 
sowie auch der Endpunkt der Gärung von Fall zu Fall variiert. Dr 
Schwankungen bewegen sich aber in keinem größeren Ausmaß als & 
Schwankungen in den Versuchen im Gärsystem von 19%; im Gegentdl 
Äußerst frappant ist nun die Beobachtung, daß die Schwankungen & 
Gärverlaufs mit ein und demselben Pepton, je nach dessen Alter es 
seiner Aufbewahrungsweise, derartige sind, als wären verschieden 
'Peptone wirksam! 

Außerdem konnten wir trotz der zahlreichen hier angestellte 
Versuche nicht einen einzigen beobachten, welcher den für die vo 
liegende Peptonkonzentration nach Schlatter charakteristische, 
sofortigen Gäreffekt gezeigt hätte! Schlatter gibt eine Inkubationszeit 
von 1 Stunde und eine Dauer der Gärung von 9 bis 18 Stunden a 
(s. Schlatter, S. 369/370). Wir dagegen haben als kürzeste Inkubations 
zeit etwa 16 Stunden, als kürzeste Gärdauer etwa 4 Stunden und ak 
kürzeste Abschlußzeit einer Gärung etwa 20 Stunden feststellen müsse! 
Dabei fällt auf, daß das Pepton I, welches das Pepton Io darstellt - 
nur in etwas anderer Aufbewahrung — sich in jeder Beziehung von den 
„beiden anderen“ Peptonen (Io und Io,) augenfällig unterscheidet: 
Nach einer besonders langen Inkubationszeit (26 Stunden) und eben- 
solchen Dauer (40 Stunden!) und entsprechend langen Abschlußzit 
der Gärung (66 Stunden), sind die individuellen Schwankungen gau 
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>ınders ausgeprägt (Inkubationszeit = 50 Stunden, Dauer der 
ung = 50 Stunden und Abschluß der Gärung = 100 Stunden; 
h der Gäreffekt selbst variiert zwischen ®/,, und ®/,, des möglichen 
3volumens!). 

Es ist hier gerade auch die merkwürdige Tatsache zu verzeichnen, 
¿$ analog den Versuchen in der 1proz. Gärlösung der Gäreffekt im 
remeinen um so geringer ausfällt, je weiter der Abschluß der Gárung 
h hinauszieht! 

2. Die Versuche zur Beobachtung von Gärungserscheinungen 
ne Bakterienwachstum von ausschlaggebender Bedeutung (s. S. 455ff.) 
reben, daß bei allen Gárungen ohne Ausnahme gleichzeitig bzw. vor- 
sgehend, ein entsprechendes Bakterienwachstum auftritt. 

Der Gäreffekt ist dabei nicht an Bakterienwachstum überhaupt 
bunden, sondern an das Wachstum von solchen Bakterien, die Glucose 
Säure und eventuell bis zu Gas zerlegen können. Es gehören hierher 
e Versuche mit den Peptonen Io, Vo und IX! In den Versuchen mit 
om Peptonen IV, VI, VII und VIII treten wohl Bakterien auf (Trúbung), 
wer sie vermögen aus dem Zucker keine Säure zu bilden! 

Der Vorgang des Gärverlaufs bei den verschiedenen Versuchen 
ht aus den Aufzeichnungen auf S. 456 deutlich hervor: die Er- 
'heinung der ,.fakultativen Anaerobiose‘‘, das charakteristische Auf- 
teten der Trübung und ihre Veränderungen, die Natur der Trübung 
nd endlich der Umstand, daß bei den Versuchen mit dem Pepton V 
- Pepton ‚Witte‘ —, wo eine Haupt- und eine Nachgärung beobachtet 
rerden kann, entsprechend vorhandenen Bakterien mit säure- und 
asbildenden Eigenschaften — diese Verhältnisse entsprechen in allen 
vesentlichen Punkten dem Vorgang eines Gärverlaufs von Bakterien! 

Die Beziehungen des Gäreffektes zu den Bakterien zeigen sich 
ber nicht nur in den eben geschilderten übereinstimmenden Er- 
icheinungen, vielmehr ebenso deutlich in den ‚Unstimmigkeiten‘ 
zwischen den einzelnen gleichwertigen Versuchen. Es ist auffällig, 
daß Versuche, die unter ‚genau‘ denselben Bedingungen angesetzt 
worden sind, einmal den Gáreffekt aufweisen, ein anderes Mal nicht, 
wobei im letzteren Fall auch keine oder doch nur ganz wenige Bakterien 
zur Entwicklung gelangen. Aber ganz besonders muß die Beobachtung 
bewertet werden, daß die Versuche mit den Peptonen I und V, welche 
am 31. Mai 1922 einen deutlichen Gäreffekt aufweisen, dies unter 
„denselben“ Bedingungen am 13. Juni 1922 oder noch etwas später, 
am 19. Juli 1922 nicht mehr tun. Hand in Hand mit dem Verlust der 
Gärfähigkeit ist auch das Bakterienwachstum in den betreffenden 
Versuchen zurückgegangen oder sogar ganz unterblieben! Anderer- 
seits haben die Versuche mit den Peptonen I, und Vo, also „dieselben“ 
Peptone wie oben, nur etwas luftdichter aufbewahrt, ihren normalen 
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oder doch nur geringfügig verminderten Gáreffekt beibehalten, vw: 
einem entsprechenden Bakterienwachstum in den betreffenden Ve. 
suchen völlig entspricht! 

Diese Beobachtungen lassen die eingangs konstatierte, gerine 
oder teilweise fehlende Reproduzierbarkeit der Schlatterschen Versuch 
dem Bakteriologen ohne weiteres verständlich erscheinen, während d 
Sterilisationsversuch (s. S. 459) einen Einblick in den ,,Gárung- 
mechanismus‘‘ selbst erlaubt. Aus dem Versuche geht hervor: 1. Di: 
praktisch „sterile“ Na HCO, ermöglicht erst den im Pepton oder in de: | 
Glucose oder in beiden vorhandenen Bakterien ihre kräftige Vermehrun: 
wodurch 2. der Gäreffekt des Systems auftritt. 3. Dieser und vorau: 
gehend auch das erwähnte Bakterienwachstum treten nicht in Fr 
scheinung, wenn die beiden Komponenten Glucose und Pepton, ur: 
sei es auch nur für ganz’ kurze Zeit, einer Temperatur von 108? ac: 
gesetzt werden. 

Wir kommen zum Schluß, daß es nicht gelang, auch bei genauest: 
Anpassung an die Schlattersche Technik, dessen Gärungsresultate r 
reproduzieren, d. h. Gärungen ohne gleichzeitige Anwesenheit vc: 
"Bakterien zu beobachten. Vielmehr traten in unseren Versuchen über 
da, wo Gas gebildet wurde, beträchtliche Mengen von Bakterien aui 

Was für Bakterien und wie dieselben wirken, bzw. ob es geling. 
mit denselben auch in so auffallend kurzen Zeiten, wie sie von de: 
Schlatterschen Versuchen mitgeteilt werden, beträchtliche Gänge: 
erscheinungen auszulösen, werden wir in einer zweiten Mitteilung te- 
richten. 





Die Wirkung parasympathischer Reizung, 
insbesondere des Cholins, auf den Blutzucker. 


Von 
K. Dresel und H. Zemmin. 


(Aus der II. medizinischen Universitätsklinik der Charite, Berlin.) 
(Eingegangen am 27. Mai 1923.) 


Als Eppinger und Hess (1) ein spezifisches physiologisches Analogon 
des Adrenalins für das parasympathische System forderten, das sie als 
„Autonomin“ bezeichneten, haben sie offen gelassen, um welche Sub- 
stanz es sich hierbei handeln könnte. Das Autonomin muß im "Der. 
körper gebildet werden und alle parasympathischen Nervenendigungen 
erregen, wie das vom Adrenalin für das sympathische System bekannt ist. 

Inzwischen ist des öfteren die Frage diskutiert worden, ob nicht 
dem Cholin diese Rolle zuzuschreiben ist. Durch die Versuche von 
Weiland (2) und Le Heuz (3) ist erwiesen, daß das Cholin z. B. von der 
Darmwand aller untersuchten Tiere abgesondert wird. Weiter ist 
bekannt, daß dasCholin durch Erregung der Chorda tympani die Speichel- 
sekretion befördert, Kontraktionen der parasympathisch fördernd 
innervierten Bronchial-, Magen- und Darmmuskulatur sowie des 
Sphincter pupillae und des Detrusor vesicae usw. hervorruft und am 
Herzen alle Erscheinungen der Vaguserregung zustande kommen läßt. 

Auf Grund der Untersuchungen von Le Heuz über die Synthetisierung 
des Cholins zu Acetylcholin bei Zusatz von Essigsäure zur Ernährungs- 
flüssigkeit und der um das Tausendfache größeren Wirksamkeit des Acetyl- 
cholins, hat der eine von uns (4) die Vermutung ausgesprochen, daß das 
Produkt einer vielleicht innersekretorisch vermittelten Koppelung des 
Cholins dem Autonomin von Eppinger und Hess entspricht. Gleichzeitig 


haben sich auch Frank, Nothmann und Hirsch-Kauffmann (5) in diesem 
Sinne geäußert. 


Bisher stand dieser Annahme jedoch eine Schwierigkeit entgegen; 
nämlich die Befunde über die Wirkung des Cholins auf den Zuckerstoff- 
wechsel. Während Gautrelet (6) berichtete, daß eine Adrenalinglykosurie 
beim Kaninchen durch Cholin verhindert werden kann, kamen Æ. Frank 
und Isaak (7) zu entgegengesetzten Resultaten. Der Blutzuckėr wurde von 
diesen Autoren mangels geeigneter Methoden nicht bestimmt. 

E. Frank und Isaac schlossen damals aus ihren Versuchen, daß der 
weitgehende Antagonismus zwischen Adrenalin und Cholin sich nicht auf 


Tabelle I. Subkutan. 
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den Zuckerstoffwechsel erstreckt, und 
muteten deswegen, daß es keine parasıng 
thischen Nerven in der Leber gibt, suf 
das Cholin wirken könnte. Dem is 
gegenzuhalten, daß mittlerweile 
Nerven von L. R. Müller und Greriss | 
anatomisch nachgewiesen worden = 
Weiter wissen wir aus einer großen Zal! 
Versuchen; daß die die Zuckermobilisatis 
der Leber einschränkende innersekretorn 
Funktion des Pankreas durch parasa 
thische Nerven, die aus dern vordersten 74 
des vegetativen Oblongatakerns star zg 
(Brugsch, Dresel und Lewy) (9), fördem 
innerviert wird (Asher und de Corral) ;\k 

Neuerdings haben Bornstein (11) al 
seine Mitarbeiter die Frage nach der Wirka 
parasympathischer Reizmittel auf den Zuch 
stoffwechsel wieder aufgegriffen und sınd 
dem überraschenden Resultat geko 
daß sowohl Pilocarpin und Physostigmin 
Cholin und Acetylcholin eine Erhöhung ús 
Blutzuckers hervorrufen, die durch Ac? 
verhindert werden kann. Bornstein wi 
Holm glauben, daß es sich dabei urn os" 
Hyperglykämien handelt, die durch ex 
parasympathische Beeinflussung der Lebe 
zellen zustande kommen und von der Ad» 
nalin- wie von der Asphyxiewirkung gs 
zu trennen sind. 


Diese Befunde widersprechen inson 


den Erwartungen, als das Cholin. we: 
es durchgehend als parasympathisc* 


- Reizmittel in Betracht käme, neben de 


parasympathischen Erregung der Leb- 
zelle auch die innersekretorische Tätigks 
des Pankreas anregen und damit nat 
allem was wir bisher wissen, eine Hypo 


glykämie hervorrufen müßte. 


Unsere Versuche, deren Beginn scha 
längere Zeit zurückliegt, wurden unter- 
nommen, um den Mechanismus der Chi, 
wirkung auf den Blutzucker einer Klärung 
zuzuführen und die Beziehungen de 
Cholins zum Parasympathikus dadurh 
näher zu beleuchten. Die Veröffent- 
lichungen von Bornstein und seinen Mit- 
arbeitern standen so völlig im Gegensatz 
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:u unseren damaligen Ergebnissen, daß wir noch weitere Versuche ab- 
rewartet haben, ehe wir uns zur Veröffentlichung entschließen konnten. 


In einer ersten Versuchsreihe wurde acht Patienten 0,5g Cholinum 
hydrochloricum subkutan injiziert und vor der Injektion sowie fortlaufend 
nach der Injektion der Blutzucker mittels der Bangschen Mikromethode 
vestimmt. 

Die Resultate sind in Tabelle I usammengestellt. Der Blutzucker 
sank regelmäßig mehr oder weniger stark. Nur in den Fällen 6 und 7 war nach 
20 bzw. 30 Minuten eine geringe Steigerung des Blutzuckers zu beobachten. 
Die Steigerungen in den Fällen 1 und 3 liegen innerhalb der Fehlergrenzen der 
Methode. 50 bis 60 Minuten nach der Injektion war bis auf die Fälle 6 
und 7 der Blutzucker deutlich unter den Ausgangswert gesunken. Der 
niedrigste Wert wurde zumeist nach 1 bis 2 Stunden erreicht. Die 
stärkste Senkung von 0,078 auf 0,041 wurde in Fall 2 beobachtet. 

In einer weiteren Versuchsreihe, deren Ergebnisse in Tabelle II zu- 
sammengestellt sind, wurde neun Patienten 0,5 bzw. 0,75g Cholinum 
hydrochloricum per os verabfolgt. Es zeigte sich, daß auf diese Weise eine 
wenn auch natürlich langsamere, aber doch zumeist viel deutlichere Senkung 
des Blutzuckers erzielt wird. Die Blutzuckerbestimmungen l, 2, 3 und 
4 Stunden nach der Verabfolgung des Cholins ergaben, daß der Blutzucker- 
wert bis auf die Fälle 2 und 9 nach einer Stunde deutlich unter dem Ausgangs- 
wert lag, zumeist nach 2 bzw. 3 Stunden den niedrigsten Wert erreichte, 
um dann gewöhnlich nach 4 Stunden wieder anzusteigen. 


Tabelle I I . Per os. 


























| | Dosis | Nach Stunden 
Nr.i Name Cholin | Vorber D tier Bm ee] ee EE 
BS SEE E E E E Dr EE E SES GE 
| 
li M. .... 05 0,070 lo 0,058 . 0,028 | 0,033 0,053 
2| Schn... . |05 0,114 0,113 | 0,118 0,113 0,089 
3| L...... 105 0,093 | 0,061 0,066 0.056 0,074 
4| M. | 0,5 0,096 0,078 0,075 0,059 
SU W. | 0,5 0,133 0,111 0,079 0,048 0,075 
6l St. | 08 0,106 0,084 : 0,056 0,064 0,087 
TÍ T. Ea 0,5 0,097 0,076 0,088 0,069 0,064 
Bi O ad A | 0,75 | 0,096 | 0,076 0,067 0,080 0,069 
9: Sp. || | os | 008 | 0118 | 0084 | 0,092 | 0,097 








Die stärkste Senkung wurde in den Fällen 1 und 5 beobachtet, E sank 
der Blutzucker von 0,070 9%, auf 0,023 %, das andere Mal von 0,133 % auf 
0,048 9%. Nur in Fall 9 war der Blutzucker nach einer Stunde um ein Ge- 
ringes gestiegen. 

In einer dritten Versuchsreihe wurde einer gesunden Person und zwei 
stark hyperglykámischen Diabetikern 0,5g Cholin subkutan injiziert 
(s. Tabelle III). 

er III. Se 























| | Dosis u Nach Minuten 
Nr, Name ‚Cholin| Vorker —— — — -— ne ne Kan 

| dl mm | 30 | 5 9% 
I Schn. ... : 085 | 0,109 © 0,130 | 0,103 , 0,089 | 0,082 
2 Bi eer F 05 0,237 ¡ 0246 . 0,244 0,221 0,212 
BL Ss. 2..." 05 | 0327 | 0300 ¡ 0292 | 0282 | 0,287 
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In allen drei Fällen war nur ein so geringer Einfluß au de 
vorhanden, daß sich daraus keine Schlüsse ziehen lasen 
Anders war das Verhalten der Diabetiker nach perorak | 
von 0,5 bzw. 0,75 Cholinum hydrochloricum. Die Prüfung de 
vor und 1, 2, 3, 4 und zum Teil 5 Stunden nach Cholin ergab in als 

einen völlig eindeutigen „Befund (s. Tabelle IV). 


Tabelle IV. Per os. 


Dosis | | Nach Stunden 
Nr. Name Cholin | Vorher |- —— —— — 
g | J| 1 | 2 3 4 


0,250 | 03% ı 


| 
l RL. 05 | 0,291 | 0,286 
GE e 0,5 0,264 , 0,235 | 0;228 ; 0,2% 0 
3 Schn 0,5 0,212 . 0,181 ; 0,177 | 0,140 Vë 
E A ' 0,75 | 0261 | 0,231: 0202 ¡ 0,205 0% 
5 KL. ' 0,75 | 0233 ' 0197: 0,203) — om 









Regelmäßig sank der Blutzucker, zumeist um ein sehr P 
Im Fall 3 mit einem Blutzucker von 0,212 %, wurde nach 4 Stu 
ein völlig normaler Wert, nämlich 0,112% erreicht. | 

Da während des Versuchs und 1 bis 14, Stunden vorher keine 3 
aufnahme gestattet wurde, um dadurch Schwankungen des Di 
zu vermeiden, mußten wir prüfen, welchen Einfluß das stundenlang 
auf den Blutzucker ausübt. 











Tabelle V 
i "e A Nach Stunden 
Nr. Name Cholin Vorher a man 
i En 1 KE 
a) | 
ı Th.... ~ — | 0,091 0,104 | 009 0m Y 
2l nn 22.2.2051 0097 oom | — 9 M 
b) | 
1} Be ....1 05 | 0291 ; 0266 , 0250 02% H 
EE I — |i 00688 - I H 
c) 
1; Schn... . | 06 | 0212 i 0,181 ¡ 0177 04 Y 
9 St. 3 ees 0,237 l SS | Re E e d 


In Tabelle Va findet sich eine Zusammenstellung der DE 
werte eines Patienten, der an einem Tage ohne Cholin unter ff 
gleichen Bedingungen gehalten wu:de, wie an dem Tage, an dem e 
Cholinum hydrochloricum peroral zugeführt bekam. A 

An dem cholinfreien Tage schwankte der Blutzucker in e 
Grenzen. Nach Cholin dagegen sank der Blutzucker deutlich, 
von 0,097 % auf 0,064 % innerhalb von 4 Stunden. 

Tabelle Vb zeigt den Verlauf des Blutzuckers eines Genie 
eines Diabetikers, die gleichzeitig untersucht wurden, und von ds 





1) Ohne Nahrungsaufnahme. 
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Diabetiker 0,5 g Cholinum hydrochloricum erhielt, während der andere 
ohne Cholin ebenso fastete wie der Diabetiker. Das Cholin bewirkte ein 
Absinken des Blutzuckers von 0,291 % auf 0,207 %, während sich der Blut- 
zucker des gesunden Patienten nicht ánderte. 


Schließlich finden sich in Tabelle Vc nebeneinander die Blutzucker- 
werte zweier Diabetiker, die gleichzeitig untersucht wurden, von denen 
aber wiederum nur der eine 0,5 g Cholinum hydrochloricum bekam. Wir 
sehen hier, daß mehrstündiges Hungern beim Diabetiker ein geringes Ab- 
sinken des Blutzuckers zur Folge hat, daß aber durch Cholin der Blutzucker 
viel intensiver zum Sinken gebracht wird. 


Wir können aus diesen Versuchen den Schluß ziehen, daß das Cholim 
insbesondere bei innerlicher Verabreichung in den allermeisten Fällen 
beim Gesunden und beim Diabetiker eine Herabsetzung des Blutzuckers 
hervorruft. Damit entspricht das Cholin auch bezüglich des Zucker- 
stoffwechsels den Erwartungen, die man an ein parasympathisches 
Reizmittel stellen muß. 

Versuchen wir nun, die Bornsteinschen Befunde zu deuten, so 
müssen wir dabei folgendes berücksichtigen. An der Tatsache, daB 
Pilocarpin die Zuckerkonzentration im Blute erhöht, ist auf Grund der 
Bornsteinschen Angaben und der Untersuchungen auch anderer Autoren 
nicht zu zweifeln. Es handelt sich aber beim Pilocarpin um eine körper- 
fremde Substanz, deren erregende Wirkung auf den Parasympathikus 
nicht in allen Gebieten dieses Nerven quantitativ gleichmäßig ist. 
Bestimmte Teile werden bevorzugt. Die Hauptwirkung des Pilocarpins 
betrifft die Schweiß- und die Speicheldrüsen. Es ist bekannt, daß 
nach Pilocarpininjektion eine sehr erhebliche Speichel- und Schweiß- 
sekretion eintritt, während die Wirkung z. B. auf das Herz usw. nur 
gering ist. Durch den starken sekretorisch bedingten Flüssigkeits- 
verlust entsteht, wie Bornstein und Vogel selbst nachweisen konnten, 
eine sehr erhebliche Eindickung des Blutes, die nach 1, bis 14, Stunden 
ihr Maximum erreicht. Da auch die Erhöhung des Blutzuckerspiegels 
1 bis 11, Stunden nach der Pilocarpininjektion am deutlichsten aus- 
geprägt ist, so scheint uns die Annahme, daß durch die Eindickung des 
Blutes eine Vermehrung des Blutzuckers vorgetäuscht werden kann, 
viel Wahrscheinlichkeit für sich zu haben. Bornstein lehnt dies ab, 
in der Hauptsache, weil die Eindickung des Blutes nicht mit der Blut- 
zuckeränderung parallel geht. Wenn dies auch nicht gegen die Kon- 
zentrationsänderung infolge Flüssigkeitsabwanderung verwertet werden 
kann, weil die zentrale Regulation den normalen Blutzuckerspiegel 
schnell wiederherstellen kann, so möchten wir doch glauben, daß die 
Eindickung nur zum Teil die Ursache der Hyperglykämie ist. Daneben 
scheint eine Giftwirkung des Pilocarpins in Frage zu kommen, die 
der Substanz neben ihrer parasympathisch reizenden Wirkung eigen- 
tümlich ist und vielleicht die Leberzellen selbst angreift. Dies könnte 
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aus den Hornemannschen Versuchen (12) geschlossen werden, der das 
Glykogen nach der Pilocarpininjektion aus der Leber verschwinden sah. 
eine Tatsache, die sich in keiner Weise durch eine parasympathisch- 
Reizwirkung erklären läßt. Schließlich könnte die durch die Pilocarpir- 
injektion bewirkte Unruhe der zum Teil gefesselten Tiere beim Ent- 


stehen der Hyperglykämie eine Rolle gespielt haben. 


Aus den angeführten Gründen eignet sich das Pilocarpin und ebens: 
das Physostigmin nicht zur Prüfung des parasympathischen Einfluss: 


auf den Blutzucker. Die Annahme von Bornstein bezüglich des parə- 
sympathischen Zuckers gründet sich jedoch in der Hauptsache auf di 
Versuche mit Pilocarpin. Gegen die Bornsteinsche Auffassung sprich 
auch die von ihm und Vogel gefundene Tatsache, daß die Erhóhun: 
des Blutzuckers nach Pilocarpin bei gleichzeitiger Adrenalininjektic 
ausbleibt. Ehe man zu einer so gezwungenen Annahme wie der dissimi- 
latorischen Umkehr schreitet, scheint es doch viel einfacher, dieser 
Befund so zu deuten, daß die Adrenalinhyperglykámie durch die para- 


sympathische Pilocarpinwirkung verhindert und die Schweiß- uni 


Speichelsekretion nach Pilocarpin durch Adrenalin hintan gehalte: 
wird. Schließlich spricht auch der Befund von Bornstein und Müll: 
daß nach Pilocarpininjektion sich der respiratorische Quotient erhöht 
also eine vermehrte Zuckerverbrennung stattfindet, gegen die Annahn: 
eines parasympathischen Zuckers. 


Das Cholin, mit dem wir als körpereigener Substanz unsere Ver- 
suche ausgeführt haben, wurde von Bornstein und seinen Mitarbeiter. 
nur in sehr beschránktem Maße mit herangezogen. Die von Bornstéir 
und Vogel mitgeteilten Blutzuckerwerte nach subkutaner Cholin- un 
Acetylcholininjektion schwanken zum Teil nur innerhalb der Fehlr- 
grenzen der Methodik. Zweimal findet sich eine stärkere Blutzucker 
steigerung. Es soll nun nicht behauptet werden, daß nicht unter be- 
sonderen Bedingungen nach subkutaner Cholininjektion eine Blutzucker- 
erhöhung eintreten kann. So hat Klee auf dem diesjährigen Internisten- 
kongreß in Wien über derartige Befunde bei Hypertonikern berichtet. 
Wir können nur nicht zugeben, daß dies ein regelmäßiger Befund is, 
- und besonders, daß er auf eine parasympathisch vermittelte Zucker- 
mobilisation in der Leber zurückzuführen ist. 


Alle bisherigen Erfahrungen deuten darauf hin, daß parasım- 
pathische Erregung Hypoglykämie hervorruft, und zwar durch ver- 
mehrte Absonderung des inneren Pankreassekrets, durch Verminderung 
der Glykogenmobilisation und vielleicht auch durch vermehrten Ver- 
brauch des Zuckers in der Peripherie. Damit stimmen unsere Versucht 
mit Cholin völlig überein, sie zeigen, daß das Cholin auch den Zucker- 
stoffwechsel im Sinne einer parasympathischen Erregung beeinflußt. 
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Zusammenfassung. 


Durch subkutane und insbesondere durch perorale Zufuhr von C'holin. 
hydrochl. wird in der Mehrzahl der Fälle bei Stoffwechselgesunden und 
bei Diabetikern eine Herabsetzung des Blutzuckers hervorgerufen. Dies 
entspricht der Tatsache, daß das Cholin auch in anderen Gebieten des 
Parasympathicus im Sinne einer Erregung wirkt und parasympathische 
Reizung durch Mobilisation des Pankreassekrets, durch Glykogenaufbau 
und durch vermehrten Zuckerverbrauch in den Geweben eine Hypoglykámie 
hervorruft. Die Blutzuckererhöhung nach Pilocarpin und Physostigmin 
und in manchen Fällen nach subkutaner Injektion von Cholin ist nicht 
der Ausdruck für einen parasympathischen Zucker (Bornstein). Zur 


Erklärung dieser Hyperglykämien werden verschiedene Möglichkeiten 
erwogen. | 
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Über die biologische Wirkung der einzelnen Nahrungsstofte. 11. 


Von 


L. Berczeller und A. Billig. 
(Aus dem physiologischen Institut der Wiener Universität.) 
(Eingegangen am 8. Mai 1923.) 
Unsere bereits mitgeteilten Versuche!) haben bewiesen, daß di 


Lebensdauer der mit den einzelnen Nahrungsstoffen einseitig ernährte:. 
Ratten, je nach dem verfütterten organischen Nahrungsstoff, seh: 


verschieden ist; wenn aber gleichalte Tiere benutzt wurden, war dr ` 


Lebensdauer derselben bei einer einseitigen Fütterung mit verschk- 
denen Nahrungsstoffen derselben Klasse ziemlich gleich. Insbesonder: 
bei einseitiger Kohlehydraternährung haben sich die Ratten überau: 
gleichmäßig verhalten, ganz gleichgültig, ob sie mit Stärke oder mi 
Rohrzucker allein gefüttert worden waren. 

Schon diese Versuche, in denen wir die Nahrungsaufnahme nicht 
quantitativ bestimmt haben, ergaben das auffallende Resultat, dab 
die Ratten überaus große Quantitäten an Stärke verbrauchten, a 
daß nicht nur im Dickdarminhalt nicht gespaltene Stärke mittel: 
der Jodreaktion nachgewiesen werden konnte, sondern daß sogar dit 
Fäzes der Ratten hauptsächlich aus unverdauter Stärke bestanden. 
so daß die Kotballen der ‚Stärketiere‘‘ mit Jod tief schwarz gefärb! 
wurden. 

Zunächst haben wir diese Erscheinung durch Abbindung de: 
Dickdarmes der Ratten näher zu verfolgen getrachtet, und einer von 
uns hat dies mit Szilárd?) näher untersucht. 5 bis 6 Tage nach der 
Unterbindung des Dickdarms bei der Ratte war aber eine spontant 
Anastomosenbildung eingetreten. Der Kot entleerte sich wieder durch 
den. Anus, so daß wir in der Weise die Ausscheidung der Stärke nich 
zu verhindern vermochten. Deswegen haben wir zunächst die Stärke 
aufnahme bei einseitiger Stärkeernährung mit jenen Versuchen. in 


3) Diese Zeitschr. 129, 217. 
2) Wien. klin. Wochenschr. 1923, Dez. 


\ 


L. Berczeller u. A. Billig: Biologische Wirkung d. Nahrungsstoffe. II. 471 


denen hauptsächlich stärkehaltige Mehle an Ratten verfüttert wurden, 
verglichen, um auf diese Weise diesen ganz merkwürdigen Fall der 
Nahrungswahl näher untersuchen zu können. In Tabelle I ist die von 
einem Männchen und Weibchen verbrauchte Stärkemenge in einzelnen 
Perioden bis zum Tode angegeben. Die Tiere wurden auf dieselbe 


Art gehalten, wie es in den vorhergehenden Arbeiten beschrieben 
wurde. 


Tabelle I. 
Gewichtsveränderungen und Futteraufnahme der mit Stärke 
allein ernährten Ratten. 

















| Auf 
rad | Gewicht véi MT 
j Darum Fütterungsperiode | EE 

A TO EA A E E Wr ee q ASA ny = E o | }? 
29. XI. | = om "e = 
30. XL | 1 en eg 11,5 75 
1. XII | 1 ts i — | 190 10,5 
2. XIL | 1 i ;— | 105 3,5 
3. XIL 1 e e | 0 | 160 
5. XII 2 | — .— 260 15,4 
6. XII. | l ` 64 50 1 80 5,0 
12. XII. | 6 " 59 A8 93,0 93,0 
19. XIT. | 7 | 48+ | 412 Ä 107,8 124,6 
Gesamtfutteraufnahme . . . . 2.2... | 298,8 | 275,5 
Mittlere tägliche Futteraufnahme . . . . .| er 14,3 
Pro Gramm Tier). ........... | 0,20 0,23 
Verbrauchte mittlere tägl. Futtermenge?) . 0,31 O, 35 


Aus Tabelle I ersehen wir, daß die Ste enorme Mengen von 
Stärke verbrauchten. Zwischen dem Stärkeverbrauch der beiden 
Tiere ist kein wesentlicher Unterschied nachweisbar, was sich besonders 
schön aus dem mittleren täglichen Verbrauch zeigt. Im Beginn friBt 
das Männchen, am Ende des Versuches das Weibchen mehr. Wenn 
wir den mittleren Stärkeverbrauch mit dem Gesamtkörpergewicht 
vergleichen, ersehen wir, daß die Tiere je nach der Versuchszeit in 
31, bis 5 Tagen so viel fressen, als ihr Gesamtkörpergewicht ausmacht. 
Die Lebensdauer der beiden Tiere ist ganz gleich und stimmt mit den 
früheren Versuchen gut überein, in denen gleich schwere Tiere die 
gleiche, und nur etwas schwerere Tiere eine längere Lebensdauer auf- 
gewiesen haben. 

In Tabelle II sind die Futteraufnahmen der mit Weizenfeinmehl 


bzw. Weizengleichmehl bzw. Roggenmehl gefütterten Ratten an- 
geführt. 


D Auf Anfangsgewicht berechnet. 
2) Auf Endgewicht berechnet. 
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Tabelle IT. 








——— == — 
Anfangs: ' Ends Gesamt- Mittlere tagli: 
gewicht i gewicht | Lebensdauer || Futteraufnahme|| Futteraufnahr: 


Futterart g BE n. Tage g g 
-E j o E ne EER ee e 
ld Big A a 3 e RE 


A | 





} 





ga 


| eS e | u 
Weizenfeinmehl .'115| 97,95 55! 53 | 72 |586,5) 654 j| 11,1 + 91 
Weizengleichmehl ` 93| 85 74 80 57 78 588,5 '1000,5 10,2 114 
Roggenmehl . . . |100| 83 |74, 62| 68 | 80 | 689,7 | 659,5| 10,1 |, 82 








Mittelwert. | 10,5 | 96 

Der Versuch wurde zur selben Jahreszeit gleichzeitig ausgeführt. 
Die Futteraufnahme ist eine sehr gleichmäßige, und deswegen genügen 
auch die hier angeführten Daten. 

Obwohl die für diesen Versuch benutzten Ratten alle bedeutend 
schwerer waren als die mit Stärke allein ernährten Tiere, sehen wir 
doch, daß diese Tiere bedeutend mehr Stärke verzehrten als von den 
hier benutzten, der Hauptsache nach aus Stärke bestehenden Mehle. 

Der mittlere tägliche Stärkeverbrauch des Männchens ist um 
35%, größer als der allergrößte Mehlverbrauch des Männchens im 
Mehlversuch. Ebenso verhält es sich beim Stärkeverbrauch des 
Weibchens, und zwar ist dieser um 26 %, größer als der Höchstverbrauch 
an Mehl. 

Noch größer wird der Unterschied, wenn wir den Verbrauch auf 
gleiche Körpergewichte reduzieren, wie dies aus Tabelle III ersichtlich 
ist. Da finden wir den Stärkeverbrauch zwei- bis dreimal so groß al: 
den entsprechenden Mehlverbrauch. 


Tabelle III. 


| Mittlerer täglicher Futterverbrauch pro 
i Gramm Körpergewicht bezogen auf 





| -- 











Futterart | Anfangsgewicbt N Endgewicht 
A PEN 
a ta ca E E 
Weizenfeinmehl. ..... 0,09 0,17 
Weizengleichmehl.. . . . . 0,11 0,14 
Roggenmehl ....... f 0,10 0,10 
Stärke . .. aa A. 0 0,35 


Wenn die Tiere Stárke allein erhalten, nehmen sie viel gróBere 
Kalorienmengen auf, als sie tatsächlich aufsaugen können. Die auf- 
genommene Kalorienmenge ist auch bedeutend größer, als wenn die 
Tiere Getreidemehl, also ein chemisch sehr ähnlich zusammengesetztes 
Futter mit überwiegendem Stärkegehalt erhalten würden. Um diese 
merkwürdige Wirkung des Appetits näher zu untersuchen, haben wir 
die Tiere einerseits bei Zimmertemperatur, andererseits im Thermo- 
staten mit Stärke allein gefüttert. Zu diesen Versuchen haben wir 
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pusgewachsene Tiere gewählt, da diese, mit Stärke allein ernährt, länger 
leben als die jungen Tiere. Die Resultate dieser Versuche sind in Ta- 
belle IV angegeben. 















































Tabelle IV. 
| Gewichte der Tiere | en r Futteraufnahme 
uer der 

Datum MEM Tbermostat | dei Ze | Thermostat 

| E pe [o 12 o [e 
2. IL P 160 1 — e er tes - | SCH e 
3. IL ¡[200 Io ¡— ¡1482 [| — ¡ =| =l - — 
6. I1. (ug (151 ¡—  — 3 a7, al | 3 
8. II. |175 ¡146 |154 |140 | 2 29 | 27 | 39 6 
12. II. | 165 ,143 |145 |130 | 4 56 | 51 | 38 | 39 
16. II. Se e e Ale | 4 55 | 47 | 38 | 27 
22. II. |142 |123 [133 |122 | 6 72 |. 61 ¡ 22 | 36 
1. III. EES —= |- | UU [| s2|104 | 63| 47 
5. a2 96 |113 ¡102 | 5 —'3B| —| — 
10. I 82+— |= j 1 | —, —| æ| 35 
18. TIT. Or SS dia a a 
2 0 |2 Z lau." TENER — 
Gesamtfutteraufnahme ........... | 341 13 250 193 
Lebensdauer in Tagen ..... EE | 97 ¡ 42 44 
Mittlere tägliche Futteraufnahme . ..... | 12,7 | 6 9 5,9 4,4 








Aus Tabelle IV ersehen wir, daß die Lebensdauer der mit Stärke 
gefütterten Tiere im Thermostaten regelmäßig etwas länger ist als 
die der bei Zimmertemperatur gehaltenen. . Dieses Resultat entspricht 
auch vollständig dem, daß die Tiere im Thermostaten etwas länger 
Hunger vertragen, als wenn sie bei gewöhnlicher Temperatur hungern 
müssen. Damit ist aber auch gleichzeitig bewiesen, daß nicht der 
durch größere Bewegung erhöhte Kalorienbedarf den früheren Tod 
hervorruft, da das Tier ja eben den für die Muskelarbeit notwendigen 
Kalorienbedarf durch Kohlehydrate decken kann. In beiden Ver- 
‚suchen lebt das Männchen kürzer als das entsprechende Weibchen. 
Die Gewichtsabnahme der im Thermostaten gehaltenen Tiere (bis zum 
Tode) ist viel größer als die Gewichtsabnahme der bei Zimmertempe- 
ratur gehaltenen Tiere. Besonders auffallend ist dies, wenn wir die 
Gewichtsabnahmen auf gleiche Anfangsgewichte reduzieren, wie dies 
aus Tabelle V ersichtlich ist. 

















Tabelle V. 
| fal ml 
| abnahme des Anfangsgewichts 
t æ | 39 ©. I 9 
eg PC = = Z a E E Se l Se Kee Pe Geen EC 
Zimmertemperatur, 78 mm | 49 


Thermostat. . ... 8 95 | Ba | 58 


I 
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Die Gewichtsabnahme der bei Zimmertemperatur gefútterte 
Tiere beträgt im Durchschnitt 44%, des Anfangsgewichtes, dagege: 
55% bei Thermostatentemperatur (35 bis 37°). Da Ratten bei 3 
bis 37° länger leben, bedeutet dieses Resultat so viel, daß die "There, 
statentiere eine größere Quote ihres „Lebendgewichtes‘‘, bevor a 
sterben, verbrauchen können als die Tiere bei Zimmertemperati: 
da die mittlere prozentuelle Gewichtsabnahme der beiden Versud: 
(im Mittel des Männchen und Weibchen) fast gleich ist. Die Tier 
verlieren bis zum Tode bei Zimmertemperatur im Durchschnitt e 
Tag 1,4% ihres Gewichtes, die Thermostattiere dagegen 1,3%. 

Besonders groß sind die Unterschiede der Futteraufnahme zwischt 
den bei verschiedenen Temperaturen gehaltenen Tieren. Obwohl o 
Tiere im Thermostaten viel länger leben als die Tiere bei Zimm: 
temperatur, sehen wir dennoch, daB die Gesamtfutteraufnahme d 
bei Zimmertemperatur ernährten Tiere eine größere ist. Noch gröb: 
ist der Unterschied, wenn wir den mittleren täglichen Konsum ve: 
gleichen. Bei beiden Paaren ist der Verbrauch der Männchen erch: 





als der der Weibchen, und zwar ist der Nahrungsverbrauch de | 


Männchens bei Zimmertemperatur das 1,3fache von dem des Weibchen 
Im Thermostaten beträgt diese Verhältniszahl 1,35. Das ling: 
lebende Tier verbraucht also bedeutend weniger Stärke als das kúrzer 
lebende. Ebenso ist der Verbrauch des bei Zimmertemperatur kürz! 
lebenden Männchens 2,2mal größer als der des im Thermostat. 
lebenden Männchens. Dieselbe Verhältniszahl (2,2) sehen wir auch 
wenn wir die Nahrungsaufnahme zwischen Thermostatenweibchei 
und bei Zimmertemperatur gehaltenem Weibchen vergleichen. 


Diese Konstanz der Resultate in der Nahrungswahl haben vr 
in früheren Mitteilungen wiederholt beschrieben, ebenso auch der 
Zusammenhang mit der Lebensdauer. Doch war dies in den vorherige! 
Versuchen immer bei der Wahl zwischen verschiedenen Nahrung: 
mitteln der Fall, nicht aber so wie in diesem Falle beim Verbrauci 
eines einzigen Nahrungsstoffes*). Der große Unterschied zwische 
dem Nahrungsbedarf der Thermostattiere und der bei Zimmer- 
temperatur gehaltenen beweist auch, daß der größere Stárkeverbrauct. 


1) Der mittlere tägliche Verbrauch bei Zimmertemperatur in Tabelle IV 
ist kleiner als der in Tabelle I (mit kleineren Ratten durchgeführt, welche 
aber ebenfalls mit Stärke gefüttert waren) angeführte Verbrauch. Di 
Versuche wurden aber nicht gleichzeitig ausgeführt, und da können Tempe 
raturunterschiede diese Differenzen hervorgerufen haben, um so leichter, 
da der Versuch 1 in eine sehr kalte Jahreszeit fiel. Die Versuche mit Stárk* 
(Tabelle I) und die mit den (ietreidemehlen wurden dagegen teilweise 
wenigstens gleichzeitig ausgeführt. Der Versuch mit den Getreidearteu 
hat selbstverständlich länger gedauert. 
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nicht mit der größeren Beweglichkeit der Ratten bei Zimmertemperatur 
zusammenhängt, da der Konsum bei Zimmertemperatur das 2,2fache 
dessen beträgt, was im Thermostaten verbraucht wird. Vielmehr 
müssen wir das Resultat dieser Versuche dahin zusammenfassen, 
daß, je mehr Stärke die Tiere verbrauchen, sie um so kürzer leben. 
Es handelt sich also nicht nur um eine Ergänzung der Nahrung, wenn 
wir die Stärke, mit den anderen Nahrungsstoffen gemischt, den Tieren 
bieten, denn ein größerer Stärkeverbrauch an und für sich ist schädlich. 
Damit ließe sich auch bei diesem, bei einseitiger Fütterung am harm- 
losesten wirksamen Nahrungsstoff eine aktive schädigende Wirkung 
nachweisen, ebenso wie dies beim Eiweiß und Fett schon durch die 
vorhergehenden Untersuchungen erwiesen wurde. 

Die Ernährungslehre wird also nie additiv aus einzelnen Bausteinen 
eine Nahrung zusammensetzen können, sondern als Schwesterwissen- 
schaft der Pharmakodynamik die Gesetze des Zusammenwirkens 
einzelner Nahrungsqualitäten bestimmen müssen. 


Über die Wirkung der Halogene auf Diastasen. 


Von 


L. Berezeller und J. Freud. 
(Aus dem physiologischen Institut der Wiener Universitát.) 
(Eingegangen am 28. Mar 1923.) 


Unsere bereits mitgeteilten Versuche!) haben eine nähere Analys 
der Diastasewirkung dadurch ermöglicht, daB wir die Einwirkun; 
des Jods einerseits auf Ptyalin, andererseits auf den diastatischer. 
Prozeß untersucht haben. Es konnte gezeigt werden, daß durch J« 
die diastatische Hydrolyse der Stärke sehr stark gehemmt wird, je 
sogar bei Zimmertemperatur überhaupt keine Hydrolyse stattfindet. ` 
wenn Jod in der Lösung vorhanden ist. Des weiteren wurde auch nac!. 
gewiesen, daß durch Jod die Diastase zerstört wird. Die inaktiviert 
Diastaselösung konnte nicht wieder aktiviert werden. Andererseit: 
konnten wir aber auch zeigen, wie trotz des hemmenden Einflusses. 
den das Jod auf die Ptyalinwirkung ausübt, zwischen Stärke uni 
Ptvalin doch irgend eine Reaktion stattfinden muß, denn nachden 
das Jod entfernt ist, setzt die Hydrolyse der Stärke ein, was mittel: 
der Jodreaktion nachgewiesen werden kann. — Unter geeigneten Ver- 
hältnissen läuft die Hydrolyse dann sogar schneller ab, als wenn man 
Stärke und Diastase frisch miteinander mischen würde. — Da sich 
die Jodstárke auch durch Säuren nicht oder nur sehr schwer hydre- 
lysieren ließ, ist es am naheliegendsten anzunehmen, daß eine Ad- 
sorptionsverbindung mit ganz neuen chemischen Eigenschaften vorliegt. 

Die Aufgabe der weiteren Untersuchungen war diese, auch von 
allgemein theoretischen Standpunkt aus sehr merkwürdigen Er 
scheinungen .dadurch weiter zu klären, daß nun auch eine pflanzliche 
Diastase der quantitativen Untersuchung unterworfen wurde, anderer- 
seits aber die Wirkung von anderen Halogenen (Chlor und Brom: 
bei diesen Erscheinungen untersucht wurde. 


I. Die inaktivierende Wirkung des Jods auf Malzdiastase. 
Ebenso wie es beim Ptyalin der Fall ist, kann auch die Malzdiasta* 
durch Jod inaktiviert werden, es kann auch der Befund von Olsson‘ 
bestätigt werden, daß Malzdiastase jodempfindlicher ist als Ptyalin. 


1) Diese Zeitschr. 188, 493, 1922. 
2) Olsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 117, 91, 1921. 
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Tabelle I. 

Br Nach 24 Stunden Farben nach 

Prob l proz. Lösung Losan von Ja 
D: | Aki | in KID [ys Sakao EE Ä 

SS cm | ccm en | 3 Minuten 25 Stunden 

ı 0001 11%) | 3 blau | blau 

2 1 1 (0, 30, ) sn 93 

3 | 1 | 1 (0,01%) 3 | rot = 

4 l 1 (0,001 %) 3 | js gelb 








ll. Die Schutzwirkung der Stärke auf Malzdiastase. 

Ptyalin wird in Gegenwart von Stärke auch inaktiviert, die Stärke 
übt aber dabei eine gewisse Schutzwirkung aus. In Tabelle II ist ein 
Versuch über die Einwirkung des Jods auf Malzdiastase in Gegenwart 
von Stärke angeführt. 


























Tabelle II. 
Probe S wg | = Lö ia K}. M G ps Farben nach Farben ee A 
tärzelösung ir von Jz in alzdiastase dem Stehen nach 24 Stunden 
Le KSE = O es en en A A pA Burn 
1 | EN GR | i vor der Prü- blau 
3 | 3 0,1 l ag t rotviolett 
4 . 3 0,06 1 N 3 S rotbraun 
5 | 3 0.03 1 2, 5,0 
6 3 0.02 ] entfärbt S 
7T i 3 0,01 1 nach 24 Std. gelb 
8 | 3 0,006 1 an 
g ` 3 0.003 1 | ed S 
10 | 3 0,002 1 ae 


Aus Tabelle II ersehen wir, daß auch Malzdiastase in Bel 
von Stärke sich dem Ptyalin ähnlich verhält, indem auch bei Gegenwart 
von Stärke eine Inaktivierung stattfindet, so, daß sogar nach 24 Stunden 
bei größeren Jodzusätzen keine Hydrolyse eintritt. Die Stärke übt 
aber auch hierbei gegen die inaktivierende Wirkung des Jods einen 


Schutz aus. 
Tabelle III. 





Farben mit Ją nach H 


| 3 Minuten [24 Stun 


31 Minuten A Stunden 


1 proz. Lösung | Malzdiastase in | 1 proz. Lösung | 
von Jod 


Ko Prode | 1Proz,Lósung |1 proz 
ie l proz. Lósung Stárke?) 
> com | 











cemi = cem 





1 3 "08 l — rot w |e E 
2 — | 0,3 | 1 3 blau blau 
3 3 03 - 0,8 — rot gelb 
4 — 0,3 | 0,8 3 or blau 
5 3 0,3 0,5 — rot 

6 — 0,3 | 0,5 3 blau blau 
7 3 Ä 0,3 | 0,3 — | potno et | rot 

ME 083. 0,3 | 3 blau 





1) Das 1) Das überschüssige Jod vor Stärkezusatz mit Na, S,O, reduziert. 
2) Bei 1, 3, 5, 7 gleichzeitig Na,S,O,. 
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In dieser Tabelle ist die Wirkung des Jods ohne und mit Bar 
verglichen. Die Wirksamkeit der Malzdiastaselösung ist hier etw. 
stärker, obwohl eine gleichprozentige Lösung (1%), wie im vorige 
Versuch benutzt wurde. Die Lösungen verlieren aber beim Steh: 
an Wirksamkeit. Der Versuch von Tabelle II wurde mit einer bere 
mehrere Tage alten Lösung, Versuch von Tabelle 111 mit einer frische: 
Lösung ausgeführt. Aus Tabelle III ersehen wir, daß die Stärke d: 
Malzdiastase in sehr hohem Grade vor der Zerstörung durch Jod schütr.. 

Bei der Pt yalinwirkung konnten wir beobachten, daß die Hydrols* 
dadurch befördert wurde, wenn Diastase vorher in Gegenwart v: 
Jod auf Stärke schon eingewirkt hat. Diese Erscheinung kann ai 
nur unter solchen Bedingungen eintreten, wenn die inaktivieren! 
Wirkung des Jods auf die Diastase möglichst gering war. Eine er:- 
sprechende Erscheinung konnte bei Malzdiastase trotz mannigfah: 
Variation der Versuchsbedingungen nicht beobachtet werden, va 
damit vollständig im Einklang steht, daß die Malzdiastase durch Jo: 
stärker inaktiviert wird, als Ptyalin. Wir müssen deswegen zwischt: 
den beiden hydrolytischen Prozessen keinen qualitativen Unterschi: 
annehmen. Die größere Labilitát der Malzdiastase besteht nicht mx 
dem Jod gegenüber, sondern, wie wir vorher sahen, ist ihre Wirksamk:: 
in Lösung mit der Zeit auch sehr veränderlich. 


111. Die Inaktivierung des Ptyalins durch Chlor und Brom. 

Wegen der Labilität der diastatischen Wirksamkeit der Mal 
diastase teilen wir nur die quantitativen vergleichenden Versuch 
über die Einwirkung der verschiedenen Halogene auf Ptyalin mi 

Es konnte gezeigt werden, daß ebenso wie Jod, auch Brom un 
Chlor die Diastase inaktivieren und daß auch bei den beiden letzter: 
Agenzien die Gegenwart der Stärke schützend auf die Diastasen ein- 
wirkt. Dies konnte ebenso bei Ptyalin wie bei Malzdiastase nacht 
wiesen werden. 

Der quantitative Vergleich der Wirkung der drei Halogene ist au: 
Tabelle IV ersichtlich. 

Die Inaktivierung des Ptyalins ohne Stärke wird durch Au 
molekulare Lösungen von Chlor, Brom bzw. Jod bewerkstelligt. Di 
Erscheinung zeigt uns am zwingendsten, wie dies schon Berczeller' 
und Fodor angenommen haben, daß uns die Halogenwirkung eir: 
chemische Eigenschaft der Diastase anzeigt. Alle drei Halogene mußten 
im Überschuß verwendet werden, wenn sie die Diastase inaktivier! 
sollen, die notwendigen Mengen verhalten sich aber wie die Atomgevichte 
der Halogene. 


1) Diese Zeitschr. 84, 42, 1917. 
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Farben mit Ja nach 


i 2 Stunden | 24 Stunden 





1 wë 3 gelb gelb gelb 
1 1 3 99 ,> | ?9 . 
1 2 3 blau blau blau 





m Chlorwasser enthält 0,65 mg Cl, hemmende Cl-Menge in mg-Äqui- 
valenten 0,037. 


Bromwasser 
E 1 1 3 | gelb gelb gelb 
$ 1 2 3 | IL „ „ 
5 1 3 3 | | „ T „ 
7 1 4 3 rot Sé Ae 
B 1 5 3 violett | rot j 
9 1 6 3 | blau blau blau 


cm Bromwasser enthält 0,49 mg Br, hemmende Br-Menge in mg-Äqui- 
valenten 0,037. 


Jodwasser 
10 1 12 3 1 blau rot gelb 
11 1 13 3 | 5% 5 ss 
12 1 14 3 u blau Si 
13 1 15 3 | j o 5 
14 1 16 3 ge > £ 
15 1 17 e Dä E S blau 





ccm Jodwasser enthält 0,27 mg J, hemmende J-Menge in mg-Aqui- 
valenten 0,037. 


























Tabelle V. 
robe Rain dai Chlorwasser | Speichel > Farbenreaktionen nach 
Nr. com _ | 5 Minuten | 10 Minuten | 1 Stunde | 24 Stunden 
1 3 3 1 | blau rot rot ;rötlichgelb 
2 3 dE EN 
3 3 5. E e rotviolett a 
4 3 6 coo» | blau | blau | blau 
mg-Äquivalent der AAA Cl-Menge 0,11, d.h. 3,9 mg Cl. 
Bromwasser 
5 3 7: l1 ; blau ' rot gelb gelb 
6 3 8 1 \ P | S rot e 
7 3 9 1 | PA violett 
8 3 10 ! > Í blau | blau | blau 
mg-Äquivalent der hemmenden Br-Menge 0,61, d. h. 4 Img Br. 
Jodwasser 
9 | 3 17 | 1 | gelb gelb gelb | gelb 
10 j 3 18 | 1 | Tot x ën dr "Leg 
11 ` 3 19 | 1 | | rot rot | 
2| 3 a 1 | blau | blau blau | blau 


mg-Äquivalent der hemmenden J-Menge 0,042, d.h. 5,4mg J. 


In Tabelle V ist die inaktivierende Wirkung der Halogene bei 
Gegenwart von Stárke verglichen. Dabei besteht die vorher beobachtete 
Gesetzmäßigkeit schon nicht mehr zu Recht. Man benötigt im Vergleich 
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zum vorigen Versuch viel mehr Chlor, weniger Brom und am wenigste: 
Jod, um die Diastase zu inaktivieren, wenn Stärke dabei schon geg, 
wärtig ist, als ohne Stärke. Die Stärke schützt die Diastase gegen Chlı 
am meisten, weniger gegen Brom und am wenigsten gegen Jod. 


IV. Die Wirkung des Chlors und Broms auf die Säurehydrolyse der Stärke 

In unserer schon oben zitierten Mitteilung konnte nachgewies: 
werden, daß Jod die Säurehydrolyse der Stärke hemmt. Der Ante 
der Stärke, welcher mit Jod blau gefärbt ist, wird durch Säure selt: 
bei langdauerndem Einwirken nicht gespalten. Jetzt haben wir de 
Wirkung von Chlor und Brom untersucht. Weder in Konzentrationez 
in denen Jod schon eine sehr starke Hemmung der Hydrolyse ergek: 
hat, noch in relativ größeren konnte mit Chlor und Brom eine Beet: 
trächtigung der Säurehydrolyse beobachtet werden. Diese Erscheinu:: 
kann keineswegs so erklärt werden, daß Chlor und Brom durch Stär: 
nicht adsorbiert werden, so wie Jod ; sie geben nur keine der Jodreaktia 
ähnliche Farbenreaktionen. Die Adsorbierbarkeit dieser beiden Stof: 
durch Stärke kann schon dadurch erwiesen werden, daß sie die blaw 
Jodstärke zunächst in kleinen Konzentrationen sehr wesentlich ver- 
ändern, um bei größeren Zusätzen die blaue Farbe vollständig zur 
Verschwinden zu bringen!)! 

Durch diese Versuche wird also die in der vorigen Mitteilung b. 
schriebene neue chemische Eigenschaft der Adsorptionsverbindu: 
„Jodstärke‘‘ gegenüber Stärke als noch spezifischer charakterisiert fir 
Jodstärke gefunden, da Brom- und Chlorstárke diese Eigenscha 
nicht besitzen. 


In der Stärkehydrolyse durch Diastase und Säure bzw. die Ir 
aktivierung der Diastase haben wir chemische . Vorgänge vor un: 
welche in einer Oberfläche verlaufen und die doch, wie unsere Versuch‘ 
zeigen, an der Oberfläche der Stärketeilchen entweder verschiede 
lokalisiert stattfinden müssen, oder es läuft die Inaktivierungsreaktia 
der Diastase in Gegenwart von Stärke in der adsorbierten Schicht 
negativ katalysiert ab, wofür wir sonst keine entsprechenden Analog 
in homogenen Lösungen kennen, da sowohl Halogen, wie auch Diasta* 
in der Stärkeoberfläche in größerer Konzentration vorhanden sind. 
als im Innern der Flüssigkeit, wodurch die Inaktivierung eigentlc 
schneller stattfinden sollte. 

Diese Fragen werden durch die im Gang befindlichen Untersuchung“ 
der Adsorptionsverbindungen der Stärke mit Chlor und Brom ihr 
nähere Lösung finden. 


1) Die nähere kolloidchemische Untersuchung dieser Erscheinung®! 
wird an anderer Stelle behandelt. 
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| Jedenfalls zeigen die Versuche "wieder einmal, daß die ,,Jodstárke'** 

unbedingt als eine Adsorptionsverbindung aufgefaßt werden muß und 
daß von den kolloidchemischen Erscheinungen mit reinen Oberflächen- 
kraftwirkungen ein stetiger Weg zu den chemischen Erscheinungen führt, 
wenn auch der Zusammenhang ‘nicht immer verfolgbar, sondern nur 
in einzelnen Punkten feststellbar ist. Die ganz verschiedene Resistenz 
der ‚Jodstärke‘‘ bei der Säurehydrolyse gegenüber der Stärke, anderer- 
seits das Fehlen dieser Wirkung, wenn die anderen Halogene bei der 
Säurehydrolyse der Stärke vorhanden sind, zeigt sehr schön, daß auch 
bei den Adsorptionswirkungen schon chemisch differente Eigenschaften 
auftreten können. 

Die spezielle Untersuchung der Halogenwirkungen bei der Diastase 
ist nach diesen Versuchen, da die Wirkung in reinen Diastaselösungen — 
ohne Gegenwart von Stärke — chemisch so einfach abläuft, dazu ge- 
eignet, das ‚Ferment‘‘ von einer von ihrer Wirkung auf die Sub- 
stanz ganz unabhängigen Eigenschaft näher zu fassen. Das Beispiel 
der Stärkewirkung zeigt uns zugleich, daß wir für verschiedene Begleit- 
substanzen eine vorläufig unberechenbare Beeinflussung annehmen 
müssen, und deswegen ist der quantitative Vergleich der Halogen- 
wirkungen so wertvoll für die weiteren Versuche, da er aus dem 
chemischen Standpunkt beim Ptyalin so einfache Verhältnisse anzeigt, 
während bei Gegenwart von Stärke dieser Zusammenhang nicht weiter 
zu beobachten ist. Dies ist auch der Grund, warum man den beob- 
achteten Differenzen zwischen Speichel und Malzdiastase keinen be- 
sonderen Wert beimessen darf, da wie in so vielen anderen biologischen 
Gebieten, ganz besonders aber bei den Fermenten negative Versuchs- 
resultate nicht als beweisend angenommen werden dürfen. 

Schon die Untersuchungen von Berczeller und Fodor!) haben es 
wahrscheinlich gemacht, daß von den zugesetzten oxydierenden Sub- 
stanzen nur ein geringer Teil auf das diabetische Ferment selbst ein- 
wirkt, ein großer Teil aber durch andere Substanzen, die in der Lösung 
außer dem diastatischen Ferment vorhanden sind, verbraucht wird. 
Auf Grund unserer Versuche kann man nun zu einer genaueren 
Differenzierung dieses Anteils heranschreiten. 


1) Diese Zeitschr. 84, 42, 1917. 





Untersuchungen über die Schutzwirkung des Blutserums 
gegenüber Kongorubin. 


(Physikalische Struktur und biologisches Verhalten des Blutserums.) 


i Von ° 
Julius Holló und Heinrich Lax. 


(Aus dem Laboratorium des Liget-Sanatoriums, Budapest.) 
(Eingegangen am 28. Mai 1923.) 


Infolge der Arbeiten von Bordet, U. Friedemann, H. Sachs, Herzj+i: 
u. Klinger und anderen hat sich in den letzteren Jahren eine mehr 
physikalische Auffassung in der Serologie entwickelt, die besonder 
in den Fragen der Komplementwirkung und Komplementinaktivierung 
zu den Theorien der Blutgerinnung, der Anaphylaxie sowie neuerdins: 
der Beschleunigung der Blutkörperchensenkung herangezogen wim 
Es haben sich Begriffe, wie die Stabilität und Dispersität der Serum- 
eiweißkörper eingebürgert, denen eine überragende und von chemischen 


Momenten weitaus unabhängige, also unspezifische Bedeutung u 
gesprochen wird; in diesem Sinne geschieht es, wenn manche Autoren ` 


die Reaktionsfähigkeit einzelner Serumbestandteile (z. B. des Kon: 
plements) als Funktion einer gewissen physikalischen Labilität au 
fassen. 


Dabei wird das Serum als ein Ganzes, als ein einheitliches Syster ` 


gedacht, dessen einzelne, mehr oder weniger stabile kolloide Fraktioner 
sich gegenseitig physikalisch beeinflussen, und deren Mengenverhältn: 
sowie Stabilitätszustand das physikalische Gleichgewicht des ganze 
Systems determiniert. Es wird angenommen, daß das Serum ein 
Milieuwirkung entfaltet, der sämtliche ihrer Komponenten und som! 
sämtliche serologische Reaktionen unterworfen sind; jede Störun: 
des Gleichgewichts zwischen lósbaren und unlösbaren, adsorbierte: 
und adsorbierenden Serumbestandteilen hat eine gleichgerichtet 
Änderung in der physikalischen Struktur des ganzen Gefüges zur Fol 
Stabilisierende oder labilisierende Einwirkungen (Erhitzen, Abkühlen. 
Schütteln, Änderungen des Salzgehaltes oder des Verhältnisses Globuli. 
: Albumin, Zugabe fremder Kolloide usw.) machen sich auf der ganze 
Linie geltend; nach dieser Auffassung wird z. B. aus dem Auftreten 
oder Verschwinden von Trübungen im Serum auf eine Labilisierun: 
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oder Stabilisierung ihrer sämtlichen Bestandteile geschlossen (s. z. B. die 
Arbeiten von Sachs, sowie Herzfeld und Klinger über Komplement- 
inaktivierung, oder jene von Starlinger über Senkungsbeschleunigung 
der roten Blutkörperchen). 

Trotzdem diese, hier nur skizzierte, Auffassung ziemlich verbreitet 
und durch sinnreiche Versuche unterstützt und diskutiert wird, liegen 
unseres Wissens bisher noch keine systematischen, zahlenmäßigen 
Untersuchungen über die physikalische Milieuwirkung des Serums vor. 
Zu diesem Zwecke scheint uns vor allen das Studium der sogenannten 
Schutzwirkung des Serums auf wohldefinierte kolloide Systeme geeignet 
zu sein; wir glauben, daß das der direkteste und verläßlichste Weg 
wäre, um quantitative Angaben über den stabilisierenden Einfluß 
des Serums zu erhalten. Es müssen speziell Zusammenhänge gesucht 
werden zwischen Schutzkraft und serologischem Verhalten, und es 
müssen die gegenseitigen Veränderungen dieser Eigenschaften unter 
wechselnden Verhältnissen beobachtet werden, um auf diesem Wege 
zur wichtigen Frage beitragen zu können: ob tatsächlich der physikalischen 
Milieuwirkung des Serums in der Serologie eine ausschlaggebende Be- 
deutung zukommi und wieweit diese Wirkung als eine einheitliche, un- 
spezifische aufzufassen sei? 


Über die Schutzkraft des Serums liegen bisher nur vereinzelte Angaben 
vor. Heubner und Jakob (1) sowie später Reitstötter (2) haben die Goldzahl 
der einzelnen Serumeiweißfraktionen bestimmt; Bauer und Eder (3) 
haben unter bestimmten Versuchsbedingungen gewisse Unterschiede in 
der Schutzkraft luischer und nicht luischer Sera gegenüber Mastix fest- 
stellen können; Bonsmann (4) hat klinische Untersuchungen mittels Kongo- 
rubin angestellt und Beziehungen zur Unterscheidung von Exsudaten, 
Transsudaten usw. sowie zur Schätzung des Eiweißgehaltes im Serum 
gefunden. Arbeiten mit theoretischer Zielstreckung in oben genanntem 
Sinne sind uns jedoch bisher nicht bekannt. 


Zur Durchführung solcher Untersuchungen ist besonders das von 
Wo. Ostwald (5) eingeführte Kongorubin geeignet. Kongorubin ist. 
ein Hochkolloid mit negativer Ladung, das seine Dispersitäts- 
änderung mit Farbenumschlag — und zwar mit der Abnahme seiner 
Dispersität von Rot nach Blau — kundgibt; es ist billiger als die von 
Zsigmondy benutzte Goldsuspension, es ist leicht herzustellen, bildet. 
ein wohldefiniertes System, gibt eindeutige Farbenumschläge, es ist 
nicht zu empfindlich und ist daher leicht zu handhaben. Wir haben 
also unsere Untersuchungen mit Kongorubin (Grübler) ausgeführt. 


Methodisches. 


Als Stammlósung haben wir eine 0,01 proz. Lösung von Kongorubin 
in CO,-freiem destilliertem Wasser verwendet. Zur Fällung haben wir 
in einigen Versuchen eine 10 proz. Lösung von NaCl, später aber eine 
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solche von Al, (SO,), mit viel energischerer Wirkung benutzt; da es un 
nicht auf die Ermittelung von absoluten, sondern nur von relativen Schutz 
wirkungen ankam, so kam uns der schnelle Versuchsverlauf sowie der kk: 
zutage tretende Unterschied zwischen geschützten und ungeschützte 
Kongolösungen beim Gebrauch des Al, (SO,), sehr zugute. Zur Sichenu:; 
einer konstanten Reaktion haben wir unsere Salzlösungen mit Sörens. 
schem Phosphatgemisch ,,5" (py = 6,8) versehen. Die Bestimmung de 
Schutzkraft der zur Prüfung herangezogenen Sera sowie anderen kolleider 
Lösungen geschah durch die Ermittelung der entsprechenden ,,Rubr. 
zahlen'* (Wo. Ostwald). Das heißt, wir haben in Serienversuchen mit an 
metisch absteigenden Mengen der untersuchten Kolloide jene kleinst 
Menge (größte Verdünnung) des Schutzkolloides bestimmt, die eben mc 
genügt, um den Farbenumschlag des Kongorubins durch das verwend®t 
Salz zu verhindern. Als Limes haben wir die erste Verfárbung des rot. 
Kongorubins nach Blauviolett benutzt. Die Versuche wurden in Epnii 
vettenreihen vorgenommen. Je Leem Kongorubin wurde mit absteigender 
Mengen — 1,0, 0,9 = 0,8... ccm — des (verdiinnten) Serums usw. ver 
sehen, durchgeschüttelt und nach 10 Minuten mit 2 ccm Salzlósung versez: 
und mit H,O auf 5 ccm ergänzt. Nach 5 Minuten wurde abgelesen. 


1. Wirkung der Erhitzung auf die Schutzkraft des Serums. 


Der Einfluß der Erhitzung hat uns besonders in Beziehung zu 
sogenannten Inaktivierung des Serums (Verlust der Hydrolabilita:. 
der Fähigkeit zur Bakteriolyse, zur Hämolyse, zur Thrombinbildunz 
zur Anaphylatoxinwirkung und zur Cytozymwirkung beim Erhitzer 
des Serums von 50 bis 56°C) interessiert. Als Ursache dieser wei- 
gehenden Hitzewirkung wird fast allgemein eine Zunahme der |!) 
spersität, eine Stabilisierung der Serumeiweißkörper, insbesondere de 
Globuline, angenommen: aktives Serum wird durch Agar getrüb: 
inaktives dagegen nicht (Bordet), inaktives Serum verhindert das Ent- 
stehen einer makroskopischen Trúbung bei der Fällung von BaS), 
aktives aber nicht (Bordet); gründlich inaktiviertes Serum trübt gc 
nicht durch Schütteln, ja nicht einmal beim Schütteln in destillierten 
Wasser (Herzfeld und Klinger) usw. Die Untersuchungen über di 
Änderung der Oberflächenspannung im erhitzten Serum haben bishe 
keine eindeutigen Ergebnisse gezeitigt, doch konnten Hirsch uni 
Liebers (6) durch direkte ultramikroskopische Untersuchungen zeigen. 
daß nach Erhitzung des Serums eine Zunahme der kleinen Ultrateilche 
und eine Sprengung der größeren Ultramikronkomplexe in kleiner 
auftritt. Nur Ley (7), der eine Zunahme der Senkungsgeschwindigke! 
der roten Blutkörperchen mit der Temperatur (von 9 bis 37°) konstatiert 
konnte, nimmt als Erklärung eine Abnahme der Dispersität des Plasma: 
mit der Temperatur an. 


Wir haben in acht Versuchen die Schutzkraft des Serums (Menscher- 
serum) vor und nach Inaktivierung untersucht; die Inaktivierunz ` 
geschah durch Erwärmung im Wasserbade von 56° während 30 Minuten. 
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Tabelle 1. 
ee AA 
NN vi, + A wn 
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EE E ve 325 e 
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In weiteren Versuchen wurde das mit physiologischem Na Cl zehnfach 
erdünnte menschliche Serum in geschlossenen Röhren während je 
O Minuten im Wasserbade Temperaturen von 50, 60, 80 bis 100% aus- 
esetzt, und danach die Rubinzahl dieser Sera in der anfangs geschilderten 
Veise bestimmt. Wir geben unten die Tabelle einer Versuchsreihe an. 

Die roten, also geschützten Reagenzgläser bezeichnen wir mit — 
negativ), die rötlich violetten mit +, die violetten mit + +, und die 
dauen mit +++. Limes = +. 

















Tabelle II. 
| Natives | Erwärmung at 
Serums | Natives ` © 
verdünnung Za | am i em | 800 = 1000 Bemerkungen 
"Ven IT - 
1:1360 . — Se Gs = | ; ;i 
E |} E 
l | 7 E , A : 
a Ee A 
1:240 | ++ | ++ | ++ | 
1:20 e HE éd dE | 


In einem weiteren Versuche haben wir speziell den Einfluf der 
serologisch kritischen Temperatur zwischen 50 bis 60% genauer studiert. 
Das mit physiologischem Na Cl zehnfach verdünnte Meerschweinchenserum 
wurde je 30 Minuten im Wasserbade bei 50, 52, 54. 56, 58, 60% ge- 
halten und die Rubinzahlen dieser Sera bestimmt. 


32* 
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Tabelle III. 
T genum Natres "7 OOOO 
ee REENEN, 
ES ZE ES A A EEGEN 
1: 5 0 44 1 4 + ++ = 
LR TIA EH lAlA4a. au 
S EE E - 
1: 833 SA EH = o - 
1:1000 , + Fit | EE Een db A 
1:1250 | H+! HHH | HHH: tH i 


Unsere Versuche zeigen also, daß die Schutzkraft des Sera 
beim Erhitzen bis zu 60% mit höchstens 40 % mindestens 14 9%. im Durs 
schnitt 22% zunimmt und beim weiteren Erhitzen von 80 bis I 
eine Abnahme von 27 Y, erfährt. Die konstatiefte Zunahme der Schw; 
kraft bei der Erhitzung bis 60%, ist also zunächst qualitativ im Einki 
mit jenen Theorien, welche die inaktivierende Hitzewirkung mit em 
Zunahme der Serumstabilität erklären wollen. Es erscheint uns ae 
fraglich, ob die auch von uns konstatierte Zunahme wirklich die i 
zugesprochene Bedeutung hätte. Diese Zunahme ist eine ungleichmäßr 
und ist in der Zone 54 bis 56° nicht steiler als anderswo. Am beiu 
lichsten erscheint uns aber der Umstand, daß sie quantitativ nicht gro» 
ist als jene Unterschiede, welche die von uns untersuchten norms 
aktiven Sera ohne jede Beeinflussung unter sich zeigen. Wir haberc 
unseren Untersuchungen im ganzen 23 Sera untersucht, deren Ruts 

hi ich 1 | 
zanien sich von 555 = 1870 
Die Bedeutung der veränderten Schutzkraft bei der Inaktivierung ge 
` Serums ist also keinefalls zwingend und eines weiteren Studiums b 
dürftig. 

Auch unsere Beobachtungen über die Wirkung höherer Temper 
turen sind nicht ohne Interesse. Es zeigt sich wieder rein qualiisi 
daß die Abnahme der Dispersität bei höheren Temperaturen mit exa 
(nicht sehr bedeutenden) Abnahme der Schutzkraft einhergeht. Det 
gehen die Veränderungen dieser beiden Qualitäten keinesfalls stry 
parallel miteinander; so tritt z. B. bei 80% schon ein makroskopisch 
Niederschlag auf, ohne daß die Schutzkraft eine deutliche Erniedrigux 


zeige. 


bewegt haben (s. die späteren Tabelke: 


2. Die Schutzkraft der verschiedenen Serumfraktionen. 
Die Abnahme der Dispersität ist also nicht ohne weiteres mit eine 
Abnahme der Schutzkraft gleichbedeutend, obschon sich manche Theorien 
über die beschleunigte Senkung der Blutkörperchen auf diese Annahme 
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aufbauen. Aus unseren Untersuchungen mit verschiedenen Serum- 
fraktionen geht es klar hervor, daß die Schutzwirkung eines Körpers 
nicht eindeutig durch seine physikalische (mechanische) Struktur 
bedingt sein kann, sondern daß auch andere Momente, speziell die 


Ladung — wie das Höbers Schule betont hat — bedeutend mitspielen 
müssen. 


Die einzelnen Eiweißfraktionen wurden nach der Methode von 
Fuld und Spiro (8) bereitet. 


Das Prinzip der Methode beruht bekanntlich auf einer Fällung der 
einzelnen Serumbestandteile durch partielle Sättigung mit (H,N),SO.. 

Vor der Untersuchung wurden die einzelnen Fraktionen natürlich von 
dem Salze durch mehrmaliges Auswaschen in der Zentrifuge befreit. Da 
die gelöste Albuminfraktion vom zugesetzten Ammoniumsulfat auf diese 
Weise nicht befreit werden kann, so isolierten wir diese Fraktion in folgender 
Weise (s. Forssmann) (9): Das von den Globulinen durch Zusatz von Essig- 
säure und destillierten Wasser befreite Serum wurde genau neutralisiert, 
auf das ursprüngliche Volum ergänzt und dann die Schutzkraft untersucht. 
































Tabelle IV. 
Ä Rubinzahlen 
Bezeichnung des Serums |" Se 
| nativ | Albumin» Euglobulin. | Pseudoglobı obulin- 
l Së fraktion E fraktion | S fra ktion ` l 
o E, 1 ES E aa S 
.s | LANA E O $ SE 
SEET SS 1660 1660 | 100 53 
| 1 | l l 
») „HA e e e e | 1500 |. — | 50 63 
| 1 1 1 
99 „48 e e > >œ : 1660 SE 40 63 
| 1 1 1 
Plasma „48“... . Er = Se u 
| 1 | 1 1 
Serum „DI“ e AR E 1660 = 100 63 
| | 
Plasma 57%... + 206 e 


Es ist wieder zu bemerken, daß die feiner verteilte Albuminfraktion 
eine größere Schutzwirkung entfaltet, als die gröbere Globulinfraktion. 
Die Bedeutung unserer Versuche tritt aber erst dann klar zutage, 
wenn wir die Rubinzahlen unserer Serumfraktionen mit den von Reit- 
stölter ermittelten Goldzahlen vergleichen. Reitstótter fand, im Einklang 
mit Heubner und Jakob, daß dem Goldsol gegenüber Albumine am 
schlechtesten schützen, Euglobuline am besten, und daß die Para- 
globuline eine mittlere Stellung einnehmen (die Unterschiede betragen 
bis 300 % !). Es zeigt sich also eine verkehrte Reihenfolge, wie bei unseren 
Versuchen. Die Ursache dieses zuerst befremdenden Unterschiedes 
ist wahrscheinlich darin zu suchen, daß Gold ein positives, Kongorubin 
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aber ein negatives Kolloid ist und daß die Albumine eine größere negativ: 
Ladung besitzen als die Globuline. 

Auch mit Ultrafiltraten von Sera haben wir Untersuchungen an. 
gestellt. Die Ultrafiltrate wurden nach Wo. Ostwald (10) durch Filtratin:. 
des zehnfach verdünnten Serums durch Kollodiumfilter hergestell 
Die wasserklaren Ultrafiltrate waren vollkommen eiweißfrei (Sulf 
salievlsäure). 





Tabelle V. 
Rubinzablen | 
Bezeichnung des Serums Si S Sg 
nativ Ultrafiltrat 
l l 
S D DÉI A 
erum „H e 53 
l l 
Plasma ,,48“ . en | Ss 
Seru 57 1 | l 
SE e? 1660 70 
Plasma .,57* l H 
ey 7 1500 63 


Wir müssen also annehmen, daß im Serum den Kristalloide: 
nahestehende Körper mit ganz besonders hoher Schutzkraft vorhande: 
sind, welche neben und vielleicht vor den Eiweißkörpern die Schutz- 
fähigkeit des Serums bedingen. Unsere Untersuchungen stehen im 
Widerspruch mit der Annahme von Herzfeld und Klinger. wonach di 
tieferen, nicht mehr kolloiden Abbauprodukte des Serums keim 
stabilisierende Wirkung hätten. 


8. Schutzkraft des Serums bzw. des Plasmas und Senkungsgeschwindigkeit 
der roten Blutkörperchen. 

Bei der Untersuchung über die Schutzkraft der einzelnen Serun: 
fraktionen haben wir auch die Schutzkraft von Serum und Plasma 
verglichen und dabei gefunden, daß das Plasma eine höhere Schutz- 
kraft als das Serum besitzt (s. Tabelle VI). Bekanntlich wurde die m 
gewissen Sera beobachtete beschleunigte Senkung der roten Blu- ` 
kórperchen von mancher Seite mit einem verminderten Gehalt ` 
dieser Sera an wasserlöslichen, adsorbierbaren — schützenden - 
Körpern in Zusammenhang gebracht, da tatsächlich die Senkun:- 
geschwindigkeit im Plasma — mit der kleineren Schutzkraft — größer 
ist als im Serum — mit der größeren Schutzkraft —, so schien es uns 
aussichtsreich. weitere Beziehungen zwischen Senkungsgeschwindi- 
keit und Schutzkraft zu suchen. Wir haben die Senkungsgeschwindig 
keit (Bestimmung nach Westergren) (11) und die Schutzkraft verschie 
dener normaler und pathologischer Sera verglichen, wir haben weit | 
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sucht, einen Zusammenhang zu finden zwischen dem Unterschied 
der Schutzkraft von Serum und Plasma und zwischen Senkungs- 
chwindigkeit, ohne aber, daß es gelungen wäre, irgendwelche Gesetz- 
Bigkeiten herauszufinden. Da es naheliegend war, den Unterschied 
der Schutzkraft von Serum und Plasma in der Anwesenheit von 
»yrinogen im Plasma zu suchen — bekanntlich wird dem Fibrinogen 
ı der beschleunigten Senkung eine große Bedeutung zugesprochen —, 
haben wir in einigen Fällen quantitative Fibrinogenbestimmungen 
rgenommen (nach der refraktometrischen Methode von Reiss); 
r haben jedoch dadurch keine Erklärung finden können. Es muß 
¡o dahin gestellt werden, warum Serum das Kongorubin besser zu 
hützen vermag, als das Plasma. 





























Tabelle VI. 
en LEE , 
Rubinzahlen Senkungs» ı ' Fibri A Differenz der 
Bezeichnung des Serums i mE aa : RE Pannen 
Serum | Plasma j mm—1 Stde. 1 o Plasma in Do 
ı ılıı | o 
54°‘ (normal) a kx | 1500 1250 | 4 Ce 20 
| 1 | | 
48° (normal) ee en er Ge e | 1870 1250 il 4 0,70 | 49 
© 1l lo, 
51 (normal) E E 1660 1660 | 9 = 0 
` 1 1 
,58 (normal) E 15 0 1360 | 6 Ä weg 10 
B“ (graviditas mens. VIII.) ` S , GE 125 | 0,72 14 
l | , 
T“ (graviditas mens. IX.) | en = 16 0,88 0 
| 
„J“ (graviditas mens. VIL) ` 00, Ge 19 ` a 80 
„E“ (graviditas mens. VIL.) , 1955 | 1950 e 047 | -0 
| 
SS ge por 1 | | 
„W“ (graviditas mens. VI.) | 695 695 22 0,44 0 
Kg 1 1 | 
„55“ (phthisis). . . . . . | a 18 | Gs 20 
Sa 
„D2°* (polyarthritis) ge Ale De nd 1660 | SR | 15 | — 33 
| 
Zusammenfassung. 


1 Inaktives Serum hat gegenüber Kongorubin eine größere Schutz- 
kraft als aktives. Die Unterschiede sind jedoch nicht. größer als jene, 
welche unbehandelte, normale, aktive Sera unter sich zeigen. 
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2. Von den einzelnen Serumfraktionen hat, gegenüber Korgmi 
die Albuminfraktion eine bedeutend größere Schutzkraft als die Glow 
fraktionen. Die von Reitstótter festgestellte Schutzkraft dieser Fraktia 
gegenüber Gold zeigt ein umgekehrtes Verhalten. Das hängt wahi 
lich mit der entgegengesetzten Ladung von Gold und Kong 
zusammen. 

3. Auch das Ultrafiltrat von Serum hat bedeutende Schutik: 

4. Serum schützt besser als Plasma. Ein Zusammenhang & 
Erscheinung mit dem Fibrinogengehalt des Plasma läßt sich m 
nachweisen. 

5. Es sind keine Beziehungen zu finden zwischen Schutz 
des Serums und Senkungsgeschwindigkeit der roten Blutkörperd 

Einige Zusammenhänge, die wir der physikalischen Berach 
in der Serologie verdanken, haben sich also bei unseren Untersucn 
zwar qualitativ bestätigt, doch möchten wir, auf Grund unserer Verm 
bei der unspezifisch und schematisch aufgefaßten physikalischen Erkin 
serologischer Phänomene vorerst etwas Vorsicht anwenden. 
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Qualitative und quantitative 
Unterschiede der Lignine einiger Holz- und Stroharten. 


Von 
Ernst Beckmann, Otto Liesche und Fritz Lehmann. 
(Experimentell bearbeitet von K. F. Lindner.) 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für Chemie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 29. Mai 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Während die älteren Verfahren zur Aufschließung von Stroh zu 
Futterzwecken, die sich nach den grundlegenden Arbeiten von Otto 
Kellner!) und Franz Lehmann?) fast ganz an die Methoden der Papier- 
fabrikation anlehnen, auf eine möglichst vollkommene Extraktion 
des Lignins durch Kochen des aufzuschließenden Materials mit Lauge 
unter 4 bis 6 Atm. Druck abzielten, beruht das Beckmannsche3) Ver- 
fahren auf der Beobachtung, daß schon schwache Laugen in der Kälte 
erhebliche Mengen Lignin in Lösung bringen. Beckmann vermutet, 
daß man von den Inkrusten des Strohes nur einen Teil durch Aufschluß 
zu entfernen braucht, um den Verdauungsbakterien den Zugang zu 
der verdaulichen Cellulose hinreichend zu erleichtern. Neben dem 
praktischen Interesse aller dieser an den Strohaufschluß anknüpfenden 
Fragen ist jedoch die wissenschaftliche Bedeutung dieser Versuche 
hinsichtlich der Klärung des Ligninproblems nicht zu unterschätzen. 
Gerade die mannigfaltigen Arten von Strohaufschlüssen mit ihren 
verschiedenen Bedingungen lenken den Blick auf eine systematische 
Untersuchung über das Verhalten der Lignine einiger Holz- und Stroh- 
sorten gegen Natronlauge bei verschiedenen Temperaturen, Unter- 
suchungen, die über die Bindungsfestigkeit des Lignins in der Pflanze, 
die Einheitlichkeit oder Verschiedenheit der Lignine in verschiedenen 
Pflanzen Aufschluß geben sollten. Weiterhin sollte mit derselben 
Systematik das Lignin ein und derselben Pflanze in .verschiedenen 





1) O. Kellner, Landw. Versuchsst. 58, 1, 1900: Zentralbl. 1900, I, S. 994. 
2) F. Lehmann, Zentralbl. 1902, II, S. 1388. 
3) E. Beckmann, Zeitschr. f. angew. Chem. 82 (Aufsatzteil), 81, 1919. 


492 E. Beckmann, O. Liesche u. Fr. Lehmann: 


Stadien des Wachstums studiert werden. Wenn auch die Fúle x 
statistischem Material, die im folgenden gebracht wird, im Auge 
nicht voll ausgewertet werden kann, halten die Verfasser die Y: 
öffentlichung ihrer Versuchsdaten im Hinblick auf spätere ver: 
Fortschritte für angebracht. Die in einer früheren Arbeit von u 
über ein mit methylalkoholischer Lauge aus Winterroggenstroh i 
liertes Lignin mitgeteilten Analysenzahlen konnten jüngst durc e 
Arbeit von W. Schrauth?) sehr genau bestätigt werden. 


Die untersuchten Holz- und Stroharten. 

An Stroharten wurden für die Versuche herangezogen: 
Secale cereale — Roggen 
Hordeum vulgare — Gerste } gereift auf den Feldern der Domäne Dabk: 
Avena sativa — Hafer 
Oryza sativa — Reis (Bot. Garten, Dahlem, unreif untersucht‘. 
Oryza sativa okutemochi — Klebreis (in Japan gereift, dem Int 

zur Verfügung gestellt). 

Von den Hölzern wurden zwei Laubhólzer: Acer negundo 
Ahorn — und Fagus silvatica — Rotbuche, sowie zwei Nadelhöt: 
Pinus silvestris — Kiefer — und Picea excelsa — Fichte - 4 
bezogen aus dem Botanischen Garten, Dahlem — untersucht. fs 
Auswahl nach Kern- und Splintschichten fand nicht statt. Die Hk 
wurden in lufttrockenem Zustande gemahlen und das Mehl lufttrocts 
untersucht; ebenso wurden sämtliche Strohsorten lufttrocken geháck+ 
und dann zu Strohmehl gemahlen. 


1. Das Verhalten der Lignine verschiedener Stroh- und Holzarten 
beim Aufschluß,. 


Die Aufschlüsse von Stroh- und Holzarten mit 1,5 proz. Natronlauge it 
verschiedenen Temperaturen. 


Die Reihenfolge der Aufschlüsse, denen die einzelnen Ausgatz 
materialien nach vollkommener Entfernung aller harz-, fett- u 
wachsartigen Substanzen durch erschópfende Ätherextraktion nat 
einander unterworfen wurden, ist so gewählt, daB von Aufschlub a 
Aufschluß die Temperatur steigt. Aufschluß a: 48 Stunden bei Zum 
temperatur; Aufschluß b: 6 Stunden Kochen am Rückflußkühlk: 
Aufschluß c: 6 Stunden bei 3 Atm. Überdruck im Autoklaven; At 
schluß d: 6 Stunden bei 6 Atm. Überdruck im Autoklaven; Aufschluß®' 
6 Stunden bei 9 Atm. Überdruck im Autoklaven (Tabelle I und I. 
Der Rückstand jedes Aufschlusses wurde nach vollkommenem A 


1) E Beckmann und O. Liesche, Zeitschr. f. angew. Chem. 34 (Aufst 
teil), 285, 1921. 
2) W. Schrauth, ebendaselbst 86, 149, 1923. 
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Tabelle I. 
| 100 g absolut trockene e Substinz 
Art der Substanz De f E A $ 
| Secale | Avena | Hordeum m| Oryza Okutemochi 
enthalten: 

Se, E en ing ` 2,55 6,001 6,04 | 15,92] 16,58 
= | 2 Alkaliverbrauch in ccm | , 
2 )23 ANO as a 153,34 133,59 159,08 |100,03| 88,96 
318% Ausbeute an Lignin ing . 9,83) 8/17| 831 | 497' 6,63 
Z2le  Darin%, CH,O . .. . ¡12001 13,74. 14,26 5,60 | 5,49 
= (3 3 Alkaliverbrauch in cem ' | | 

3 (33 n NaOH ...... 59,59! 65,06 73,42 | 46,68 53,71 
AE Ausbeute an Lignin ing 483: 5,/23| 480| 296| 4,58 
2532 Darin °% CHO... . '1416 15,99) 1426| 823| 10,24 
2 es Alkaliverbrauch in Gem 
dE n NaOH ...... - 27,44; 47,66| 31,10 2“ 64,17 
| 3)<" E Ausbeute an Lignin ing | 1,82: 1,24) 3,40| 044| 0,36 
Z (E22 Darin °% CH,O.... 1201| 1240| 12,53 6,57 
igninbestimmung d. Rückstände | i 5 

nach Willstátter . . 2 2... ing, — | 204! 135| 202) 239 
ssgesamt extrahiertes Lignin ing ` 16,28 | 16,08 17,86 | 10,39; 13,96 
ignin derursprünglich extrahierten ' | 

Substanz nach Willstátter. . ing 19,11 | 18,871 18,29 | 17,31! 28,65 
arin Y CHN......... | 12,46 | 12,66/ 12,85 516| 5,89 
[littlere Methoxylzahl nach der ` | 

Mischungsgleichung . . . . . . | 1261| 12,38! 1253) 514) 6,13 





ressen bzw. Auswaschen*) der Lauge dem folgenden Aufschluß bei 
öherer Temperatur unterworfen, und das Waschwasser nach Ein- 
ampfen zur Aufschlußlauge gefügt. Als Kriterium für die Beendigung 
er Aufschlußreihe wurde das Verschwinden der faserigen Struktur 
es Materials angenommen. Der nunmehr verbleibende letzte Rück- 
tand, eine grauweiße, strukturlose, locker zusammenhängende Masse, 
ab keine Rotfärbung mit Phloroglucinsalzsäure mehr und enthielt, 
vie eine Behandlung nach der R. Willstátterschen? Methode mit 
'Oproz. Salzsäure zeigte, nur noch eine ganz geringe Menge Lignin. 
n einigen Fällen konnte restlose Herauslösung des Lignins durch 
lie Lauge festgestellt werden. 


1) Holzlaugen wurden durch einen Büchnertrichter unter Zusammen- 
pressen des Rückstandes abgesaugt. Zur Dichtung des Filters war 
anfangs wiederholtes Zurückgießen des Filtrates notwendig. Die Stroh- 
laugen wurden aus einem auf den Biichnertrichter passenden, mit 
einer Bleiplatte beschwerten Leinenbeutel vom Aufschlußrückstand durch 
Abpressen befreit. 


2) R. Willstätter, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 46, 2401, 1913. 
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Die Strohsorten waren bereits nach dem dritten Aufschluß ic 
erschöpft, während bei den Holzsorten noch zwei weitere Aufschlüs 
folgen mußten, bis das gleiche Ziel erreicht war. 

Tabellen I und II umfassen die Ergebnisse dieser Aufschliss 
Das Lignin wurde aus den einzelnen Laugen durch Kochen mit gering®n 
Überschuß von Salzsäure nach der Vorschrift von Beckmann!) isolier:. 
und nach Tollens?) auf Xylanfreiheit geprüft, der Alkaliverbrau«!. 
der Lauge während des Aufschlusses durch Titration von 5 cem Laug 
(vor Vereinigen mit dem Waschwasser) gegen Lackmus mit n/10 Hr, 
bestimmt. 

Tabelle I. Übereinstimmend zeigte sich bei allen Stroharter 
(Tabelle I) ein deutliches Abnehmen der Ligninausbeute von Auf 
schluß zu Aufschluß. Die durch eine AufschluBart aus den verschiedene: 
Stroharten isolierten Ligninpräparate gleichen einander hinsichtlit 
ihrer Methoxylzahl, Farbe und Löslichkeit. Die Farbe wird dunkler 
mit zunehmender Aufschlußtemperatur; die Löslichkeit in basischen 
(Pyridin), sauren (Eisessig) und neutralen Lösungsmitteln (Alkohol 
nimmt mit steigender AufschluBtemperatur ab. Außer bei Hordeum 
steigt der Methoxylgehalt in den Ligninen b und nimmt wieder af 
in den Ligninen c. Der Alkaliverbrauch ist bei den Aufschlússen 
gleicher Temperatur annähernd gleich, aber nicht den Ausbeuten ar: 
Lignin proportional, läßt also keinen Schluß auf die durch den Aui- 
schluß extrahierte Ligninmenge zu. Pentosan, Hexosan, Essigsäur: 
und Kierelsäure sind an ihm beteiligt, und zwar, wie namentlich aus 
Tabelle II zu ersehen, in hervorragendem Maße bei den Aufschlüssen 
von niedrigerer Temperatur. 

Die deutschen Stroharten zeigen untereinander gute Ü’berein- 
stimmung hinsichtlich ihres Methoxylgehaltes gegenüber dem sehr 
viel kleineren Methoxylgehalt der beiden Reisstrohlignine, der wohl 
in der Hauptsache auf den hohen Gehalt an Kieselsäure zurückzu- 
führen ist. Die Anwesenheit von Kieselsäure im Lignin wäre so zu 
erklären, daß beim Lösen des Lignins von der Cellulosefaser durch 
verdünnte Lauge immer etwas Kieselsäure in Lösung geht, die sich 
dann nach Zugeben von Salzsäure auf dem ausgefallenen Lignin nieder- 
schlägt®). Mit dem hohen Kieselsäuregehalt der Reisstroharten hängt 
wahrscheinlich auch die auffallend große Differenz zwischen den 
Gesamtligningehalt nach Willstätter und der Summe der bei den einzelnen 
Aufschlüssen extrahierten Lignine zusammen (vgl. auch die spätere 
graphische Darstellung). | 


1) E. Beckmann, Zeitschr. f. angew. Chem. 834, 285, 1921. 
2) B. Tollens, E. Kröber und C. Rimbach, ebendaselbst 15, I, 508. 1902. 
3) Vgl. unten: Elementaranalysen. 
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Tabelle IT. 











100 g absolut trockene Substanz 
Art der Substanz 


| Picea | Pinus 


























| Acer | Fagus l 
enthalten: 
che . . 22222. ing l 0,60 0,61 0,88 0,78 
= 2 Alkaliverbrauch in ccm | 
2)23 n NaOH ...... | 136,34 | 116,44 | 131,73 | 179,61 
213% Ausbeute an Lignin in g 127 | 0,90 1,40 2,00 
ale Darin %/, CH;0.... | 1031 11,68 12,38 | 14,92 
= Í =>? Alkaliverbrauch in ccm | 
3182 nNa0H ...... | 164,70 | 109,77 | 64,01 ` 8256 
3 “3 Ausbeute an Lignin ing , 2,07 1,83 2,27 1,72 
HTE Darin %/, CHO... . | 12,07 12,94 13,01 | 13,16 
ol e S Alkaliverbrauch in cem ' | 
ZZ nNsOH...... | 10491 | 6216 | 93,68 | 52,60 
Zog Ausbeute an Lignining | 3,46 ` 3,90 3,42 8,66 
112165 Darin °% CH,O.... | 14,07 14,63 16,32 | 20,88 
a(z ER Alkaliverbrauch in cem |! | 
Š als 228 nNaOH ....... 75,74 | 71,06 45,66 | 58,69 
S| Zeg Ausbeute an Lignining 11,03 14,29 9,38 4,69 
£ Sea? Darin °% CHO... .' 16,18 | 15,86 | 17,19 | 20,70 
£ (z g% Alkaliverbrauch in cem l 
SJEEŽ n NaOH ......! 36,70 | 5294 | 60/65 | 28,95 
Slzeg Ausbeute an Lignin ing | 7,21 3,05 | 3,61 0,30 
31£2£ Darin Y, CHO... . | 1887 15,26 16,07 11,98 


Ligninbestimmung d. Riickstandes | | 
nach Willstátter . . . .... in g 160 ` 1,59 — . 1,21 

Insgesamt extrahiertes Lignin ing | 2664 | 2556 | 20,08 | 18,58 

Lignin der ursprünglich extrahierten | | | 
Substanz nach Willstätter. .ing | 29,90 | 2983 | 26,14 | 22,36 


Darin °/, CHO ......... 1 15,77 : 15/70 | 16,46 19,49 
Mittlere Methoxylzahl nach der ` | | 
Mischungsgleichung. . ...... 15,76 1520 , 16,03 | 19,02 


Der mittlere Methoxylgehalt der Stroharten und der Hölzer, 
berechnet nach der Mischungsregel, ist, wie aus der Tabelle II ersichtlich, 
fast von der gleichen Größe wie der Methoxylgehalt der Willstátter- 
Lignine: jedes der an die Cellulosefaser gebundenen oder einzeln iso- 
lierten Lignine erleidet demnach durch die Hydrolyse mit hochkon- 
zentrierter Salzsäure keine wesentliche Veränderung in bezug auf 
seinen Methoxylgehalt. 

Die Gesamtmenge des Lignins, des durch die vorstehend be- 
schriebenen sukzessiven Extraktionen mit Natronlauge aus den Stroh- 
arten gewonnen wurde, war in allen Fällen kleiner, als der nach dem 
Willstätter-Verfahren gefundene Gesamtgehalt des Ausgangsmaterials 
an Lignin. Die Differenz ist zurückzuführen auf die Verluste bei den 
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Aufschlüssen beim Abpressen der Lauge oder durch Probeentnahn: 
für eventuell ausgeführte Reaktionen. 

Auffallend ist der Unterschied zwischen Secale einerseits un: 
Avena und Hordeum andererseits hinsichtlich der Bindungsfestigke; 
des Lignins. Aus Secale allein haben die Aufschlússe mit 11,prez 
Natronlauge das Lignin so weit zu extrahieren vermocht, daß di 
Hydrolyse nach Willstátter des mit Natronlauge erschöpften Material. 
nur noch einen unwägbaren Rückstand ergab, während sie bei Aven 
und Hordeum noch wägbares Lignin aus dem erschöpften Mater: 
isolierte. | 

Der hohe Kieselsäuregehalt der Reisstrohsorten gab Veranlassun:. 
den Einfluß der Kieselsäure auf die Aufschlußfähigkeit des Lignin: 
besonders zu prüfen. Roggenstroh, das durch Abrauchen mit 20proz 
Flußsäure von Kieselsäure und durch sorgfältiges Auswaschen ni! 
Wasser auch von der Flußsäure befreit war, zeigte bei nachfolgender: 
Aufschluß mit 11,proz. Natronlauge in der Kälte (48 Stunden) kein 
größere, sogar etwas geringere Ausbeute an Lignin. Kieselsäure be- 
einflußt die Trennung des Lignins von der Cellulosefaser weder hindern: 
noch fördernd: trotz der Lockerung der Cellulose-Ligninbindung, dr 
zweifellos durch die Vorbehandlung mit Flußsäure eingetreten ist, wiri 
die Angriffsfähigkeit der Lauge und der Sodalósung auf Lignin nicht erhöht. 

Die Einwirkung der Natronlauge beim Aufschluß besteht haupt 
sächlich in der Trennung des Lignins von der Cellulosefaser: sie kan 
nicht durch eine schwächere Base, die wie Pyridin das mit Natro- 
lauge einmal aufgeschlossene Lignin vollkommen löst, ersetzt werden 
und ist demzufolge als durch die Dissoziation der Natronlauge uni 
Anwesenheit von OH'-lonen bedingt anzusehen. Aus Roggenströt 
ließen sich mit Pyridin durch sechsstündiges Extrahieren in der Siede- 
hitze nur 1,5% eines von. dem Natronlignin auch chemisch verschiedene 
Lignins (nur 7% OCH,) isolieren. 

Tabelle II. Die Aufschlüsse der Hölzer. Während bei den Stroh- 
sorten mit steigender Aufschlußtemperatur die Ausbeute an Lignin 
abnahm und der Hauptanteil Lignin schon bei gewöhnlicher Temperatur 
in Lösung ging, wurden bei den Holzarten gerade umgekehrt erst b: 
erhöhten Temperaturen die größten Ausbeuten an Lignin gewonnen. 
Das Lignin muß demnach im Holze fester an den Cellulosekomplex 
gebunden sein als im Stroh. Der Methoxylgehalt der isolierten Lignine. 
der bei den Strohligninen seinen Maximalwert im Aufschluß b erreich: 
hatte, nahm bei den Holzligninen mit steigender Temperatur zu. 
Weiterhin ist aus der Tabelle die große Gleichmäßigkeit der beiden 
Nadelhölzer untereinander gegenüber den Laubhölzern ersichtlich. 
Die steigende Ausbeute an Lignin erreicht bei ihnen im Aufschluß d 
(6 Atm:) ihr Maximum. Nicht die gleiche Übereinstimmung unter 
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einander — auch nicht bezüglich der Ligninausbeute — zeigen die 
beiden Laubhólzer. Ahornholz schließt sich hinsichtlich der Lignin- 
ausbeuten mehr den Nadelhölzern an. Nadelhölzer und Laubhölzer 
unterscheiden sich voneinander durch den größeren Gesamtgehalt 
an Lignin bei den Nadelhölzern. Dieser Befund bestätigt die Angaben 
anderer Autoren, so der von Rassow und Zschenderlein!), die dafür 
folgende Erklärung gaben. Lignin wird aus den Pentosanen aufgebaut. 
Dieser Prozeß vollzieht sich bei den Nadelhölzern schneller als bei den 
Laubhölzern und führt so zu einem größeren Ligningehalt der Nadel- 
hölzer. Schwalbe und Becker?) haben gleiche Verhältnisse bei Erlenholz 
beobachtet. Auffallend ist weiter der hohe Methoxylgehalt der Fagus- 
lignine c und d, der auch in den nach der Mischungsregel erhaltenen 
Zahlen zum Ausdruck kommt. Erklärlich wäre die hohe Methoxylzahl 
durch Annahme von schwer hydrolisierbarer Methylpentosane in dem 
Faguslignin, eine Annahme, die auf Grund anderer Beobachtungen von 
Winterstein3), Benedikt und Bamberger*) ihrer Berechtigung nicht ent- 
behrt. Der Methoxylgehalt der Laubholzlignine allgemein ist in Über- 
einstimmung mit Befunden von Schwalbe und Becker?) höher als der 
der Nadelholzlignine. | 

Die durch die Aufschlüsse gleicher Temperatur isolierten Lignin- 
präparate gleichen einander in Farbe und Löslichkeit, die Lignine a 
sind hellbraun, die Lignine b etwas dunkler und sämtliche unter Druck 
isolierten Lignine sind dunkelbraun. Die Lignine a sind schon bei 
Zimmertemperatur löslich in verdünnter Lauge, wenn auch sehr langsam. 
In Pyridin sind sie nicht restlos löslich. Eisessig und Alkohol lösen sie 
nur teilweise. Die Lignine b zeigen eine geringere Löslichkeit in allen 
Lösungsmitteln. Die unter Druck isolierten Lignine werden nur noch 
von den Basen angegriffen ; Eisessig und Alkohol vermögen sie nur noch 
spurenweise zu lösen. 

Die graphische Darstellung (Abb. 1) gibt eine Zusammenfassung 
der in den Tabellen I und II hinsichtlich der Ligninausbeuten auf- 
geführten einzelnen Strohaufschlüsse. 

Die Zahlen O bis 30 bedeuten die Ausbeute an absolut trockenem 
Lignin, bezogen auf 100 g absolut trockenen Ausgangsmaterials. Die 
ganze Länge des Stabes stellt den Gesamtgehalt an Lignin dar, die 
Felder a, b, c, d, e die Ausbeuten an Lignin nach den Aufschlüssen 
a, b, c, d, e. Die Felder „WR“ geben den Ligninrest an, der sich aus 
dem Aufschlußrückstand durch die Willstátter- Hydrolyse noch ergab. 


1) B. Rassow und A. Zschenderlein, Zeitschr. f. angew. Chem. 34, 
204, 1921. 

2) C. G. Schwalbe und E. Becker, Zeitschr. f. angow. Chem. 33, 14, 1920. 

3) Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 17, 381, 1893. 

1) R. Benedikt und U. Bamberger, Monatsh. f. Chem. 11, 266, 1890. 
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Aufschlußserien von Ahornholzmehl mit 1,5 proz. Natronlauge. 

Die in der Tabelle II wiedergegebenen Ausbeuten für die einzelnen 
Aufschlüsse werden nun ganz erheblich geändert, wenn nicht von 
einem Aufschluß zum nächsten die Temperatur gesteigert, sondern 
jeder AufschluB unter gleichen Bedingungen so oft wiederholt wird, 
als noch wägbare Mengen Lignin herausgelöst werden, und dann erst 
der Aufschluß bei höherer Temperatur zur Einwirkung gelangt, der 
auch wieder bis zur Erschöpfung der Ligninausbeute angewandt wird. 


Serienaufschlüsse von Qcer-/Mehtl mit 
IR % ıyer Nlafrorlauge 
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` Abb. 2. 


Fünf solche Serienaufschlußreihen wurden am Beispiel des Ahorn-- 
holzmehls, und zwar in der Weise durchgeführt, daß Versuchsreihe 1 
mit den Aufschlüssen bei Zimmertemperatur, Reihe 2 mit denen bei 100°, 
Reihe 3 mit den Aufschlüssen bei 3 Atm. Überdruck beginnt usw. 
Aus Raummangel und zwecks größerer Übersicht ist für die Wiedergabe 
der Versuchsergebnisse die Form der graphischen Darstellung in An- 
lehnung an Abb. 1 gewählt und auf die Aufzählung der einzelnen 
Teilausbeuten verzichtet (Abb. 2). 


Die Länge der Felder stellt die Summe der Ligninausbeuten durch 


sooftiges Wiederholen der gleichen Aufschlußart dar, als die neben- 
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stehende Zahl angibt. Der Stab 6 ist aus Tabelle 111 zum Vergleich 
aufgenommen. Das sich nunmehr ergebende Bild hat im wesentlichen 
ein ganz anderes Aussehen, wie ein Vergleich von Stab 6 mit den Stäbeı 
l und 2 sowie mit den Stäben 3, 4 und 5 zeigt. Die Aufschlüsse b und : 
erschöpfen das Material im Aufschlußverhältnis 2:1, die Aufschlüsse c. 
d und e vermögen jeder allein fast das gesamte Lignin herauszulösen. 
Aufschluß d langsamer, daher häufigere Wiederholung und unter 
Zurücklassung eines kleinen erst wieder bei höherer Temperatur er- 
schließbaren Restes. Wenn die Gesamtausbeuten bei den letzten drei 
Stäben größer ausfallen als bei Stab 1 und 2, so mögen hier durch die 
häufigen Wiederholungen bedingte unvermeidliche Verluste mitgewirk! 
haben. Trotzdem bleiben doch noch immer merkliche Differenzen 
zwischen der Gesamtausbeute nach Willstätter von etwa 26,2%, uni 
den Ligninausbeuten mit dem Natronlaugeaufschluß, für die eiw 
ausreichende Erklärung noch nicht gefunden ist. Jedenfalls geht auch 
aus diesen Versuchsreihen wieder hervor (besonders Stab 1 und 2. 
daß die Gesamtmenge Lignin nicht mit der gleichen Festigkeit in 
der Pflanze gebunden ist. Der Methoxylgehalt der extrahierten 
Lignine wurde, soweit genügend Analysenmaterial zur Verfügung stand. 
untersucht, bei kleineren Mengen im Mikro-Zeisel1). Fast durchweg 
zeigten die unter höherem Druck aufgeschlossenen Lignine höher 
Methoxylzahlen, cine Bestätigung der bereits oben gemachten Beot- 
achtung. 

Diese Versuche gestatten ferner einen Einblick in den Mechanismus 
der einzelnen Aufschlußreaktion: Zwischen der Lauge und dem bi 
der Aufschlußtemperatur erschließbaren Lignin stellt sich ein Gleich- 
gewichtszustand cin, der dazu führt, daß nur ein kleiner Teil des Lignin: 
als Na-Verbindung gelöst wird. Zur Extraktion weiterer Ligninmengen 
bedarf es erst wieder frischer Natronlauge und so fort, bis die Gesamt- 
menge des bei der Aufschlußtemperatur herauslösbaren Lignins in 
Lösung gegangen ist. Je höher die AufschluBtemperatur, um so größer 
ist die im Einzelaufschluß erhaltene Ausbeute, d. h. um so wenigen 
Male braucht der Aufschluß bis zur Erschöpfung der Ausbeute wieder- 
holt zu werden. Eine weitere sich hieran anschließende Frage war 
die, ob durch stärkere Laugenkonzentration größere Ligninmengen 
aufgeschlossen werden. Für die Klärung dieser Frage wurde es aller- 
dings nicht für nötig befunden, alle bisher mit 11,proz. Lauge aus- 
geführten Versuche mit 3proz. Lauge zu wiederholen. Es genügten 
nur einige Vergleichsversuche. 


1) Handb. d. biochem. Arbeitsmeth. 9, 730. Berlin 1919. Der kleine 
Apparat wurde dureh Ersatz der Cilasstopfen durch Korkstopfen noch en 
wenig verbessert. 
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Einfluß der Laugenkonzentration auf die Ligninausbeute. 


Mit jedesmal neuen Proben ätherextrahierten Ahornholzmehls 
wurden die fünf verschiedenen Aufschlüsse sowohl mit 11⁄4- als auch 
mit 3proz. Natronlauge ausgeführt, die jeweiligen Ligninausbeuten 
festgestellt und die Methoxylzahlen der Ligninpräparate bestimmt. 
Wie die Zahlen der Tabelle III zeigen, ergab eine Steigerung der Laugen- 
konzentration — abgesehen vom Aufschluß b — eine größere Lignin- 
ausbeute; die Methoxylzahlen der unter gleichen Versuchsbedingungen 
mit Laugen verschiedener Konzentration isolierten Präparate fallen 
nahezu gleich aus. Die Konzentration der Lauge hat — vielleicht 
auch nur innerhalb bestimmter Grenzen niederer Konzentrationen — 
keinen Einfluß auf die Beschaffenheit des Präparats, sondern bestimmt 
nur den Gleichgewichtszustand der Aufschlußreaktion und im Zusammen- 
hang damit die Ausbeute; die Aufschlußtemperatur dagegen bedingt 
die Beschaffenheit des Ligninpräparats, seine Farbe, Löslichkeits- 
verhältnisse und seinen Gehalt an Methoxyl. So werden zum Beispiel 
bei der eben erwähnten Versuchsreihe 2, die mit 100° beginnt, in 38 Auf- 
schlüssen insgesamt 10,97 g Lignin vom durchschnittlichen Methoxyl- 
gehalt 12,41 Y, aufgeschlossen, bei der mit 3 Atm. Überdruck beginnenden 
Serie 3 beim ersten Aufschluß bereits 5,16g Lignin vom Methoxyl- 
gehalt 16,28%. 
































Tabelle III. 
` Art der Sübätanz (wanserfrei): 8 Acer 
o o Konzentration der Lauge: l 39% ! Uh d 
a) In der Kälte 48 Std. f 
Ausbeute an Lignin ......... ing | 222: ; 1,57 
Darin Bin CH-O, aa aaa aaa | 12,55 12,69 
g b) Am Rückflußkühler 6 Std. | | 
3| Ausbeute an Lignin ......... ing: 2,49 3,73 
E Darin Vë CH,O e e e o e o o a ee e e o d 13,97 14,06 
3 c) Im Autoklaven bei 3 Atm. 6 Std. i | 
ex Ausbeute an Lignin. . ... 2... ing | 9,13 5,16 
a Darin e CHO 4 u ae 2 a 28% > 15,75 16,28 
5 d) Im Autoklaven bei 6 Atm. 6 Std. ; | 
3| Ausbeute an Lignin......... ing | 13,71 8,61 
<| Darin %, CHO. ............ "1704: | 16,09 
e) Im Autoklaven bei 9 Atm. 6 Std. ` 
Ausbeute an Lignin. . .. 2.2... ing ` 16,73 8,40 
Dann. CA o DEENEN | 16,78 | 16,15 





Mit der höheren Aufschlußtemperatur geht auch durchweg die 
höhere Methoxylzahl Hand in Hand. 
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Änderung des Lignin- und Methoxylgehaltes während des Wachstum 
der Pflanze. 


Die Tabellen I und II bestätigen gleichzeitig die schon von ande 
Seite gemachte Beobachtung, daß den Hölzern als den weit älte 
Pflanzen der höhere Ligningehalt und den Holzligninen der hik 
Methoxylgehalt zukommt. Um auf diese Frage näher einzugek 
wurde eine Strohsorte, Winterroggen, der im Oktober gesät war, 
verschiedenen Wachstumsstadien in der gleichen Weise wie die fi 
Strohsorten untersucht. 

- Tabelle IV. Zur Erläuterung: Stadium 1: Halme waren m 
völlig grün, 22 cm lang, zeigten noch keine Ährenbildung. Stadium | 
Halme nur noch ganz wenig grün, 130 cm lang mit angesetzten Ähren n 
ll cm Länge. Zwischen den Stadien I und II lagen 4 Wochen hai 
Wetters. Ab Stadium III war die Halmlänge konstant 155cm. Der star 
Abfall des Aschengehaltes in den vier ersten Stadien deutet darauf hi 
daß die junge Pflanze von der Natur mit einem größeren Kieselsäur 
gehalt zum Schutze gegen die Unbilden des Wetters ausgestattet win 














Tabelle IV. 
IS ` © Secale: M on mo lav lv oy 
Halmlänge ........ mem | 22 130 15 155 , 155 Iš 


Wasserverlust bei 110 in g bezogen 
auf 100 g Trockensubstanz 


Ätherextrakt ing bezogen auf , 
100 e Trockensubstanz . . . 2,80 | 1,64 1,67 1,80. 15 13 


Aschengehalt ing bezogen auf Ä | 


Alter in Tagen. . . 222... 192 | 223 231 | 239 253 Y 
| 
| 


f 
7,43 73793 955 H 









100 g Trockensubstanz . . . . 837, 5,12 3,59 261 323 3 
av g ' , 
S ab, Ausbeute an Lignin | | | 
213 ab; ing | 8,16: 845 710, 792 754 1 
E Ss Darin %, CHO . . .' 3,20 ' 12,69 13,47 13,62 14,9 Il 
S P e) WË ı 
S[a[34 Ausbeute an Lignin ı | | 
RERET ing | 200| 4,78! 4,43 520 49 4 
—lëles Darin %, CHO .. .; 5,22! 14,74 15,47 15,36 ' 15,42 17 
3 e 3 ES Ausbeute an Lignin | | | 
HRES ing, 0,33 | 0,94, 1,12 142 149 18 
2|5|e32 Darin 0, CH.O.... e, 12,19 Ee 16,71 168 
IES | 


Ligninbestimmungen des Riick- ¡ 
standes nach Willstätter. .ing 0,863 | 1,42 087: 092 0% 18 
Insgesamt extrahiertes Lignining 11,11 | 15,59 ' 13,32 15,46 14% HI 


Lignind. urspriinglich extrahierten | | | 
Substanz nach Willstátter . ing 13,03 | 17,24 18,57 , 18,86 1907 34 


Darin Y, CHO ........ 3.03 | 11,46 13,41 ` 12,84 1338 N8 
| 


Mittlere Methoxylzahl nach der | | 
Mischungsgleichung . . 2... 3,39 | 12,13 13,49 | 13,44 | 1388 15 
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Der Ligningehalt steigt mit dem Alter. Beachtenswert ist der 
prung in der Ligninausbeute beim Übergang vom Stadium I zu II, 
»wie der starke Anstieg des Methoxylgehalts von I nach II. 

Bereits im Alter von 10 Tagen zeigten ganz junge Triebe (6 cm 
lalmlánge), wie Untersuchungen an einem im Sommer gesäten Roggen 
ewiesen, einen Gesamtligningehalt von 11,6% (nach der Willstätter- 
lethode bestimmt), der im Laufe weiterer 8 Wochen zu 14,5% anstieg. 
Jer Aschengehalt fiel von anfangs 23,0% auf 13,3% im Verlauf der 
leichen Zeit. Bemerkenswert bleibt, daß die Hydrolyse der jungen 
lalme nach Willstátter eine sehr viel längere Zeit beansprucht als die 
les reifen Strohes. In den Anfangsstadien des Wachstums der Pflanze 
st anscheinend die Fasersubstanz von Kieselsäure so innig durch- 
lrungen, daß sie der Salzsäure bei der Hydrolyse nur sehr schwer 


‚ugängig ist. 


Spezielle Untersuchungen und analytische Charakterisierung 
einiger Ligninpräparate. 


Elementaranalysen. 


Es war nicht möglich, von sämtlichen im Laufe der Untersuchungen 
gewonnenen Ligninpräparaten Elementaranalysen vorzunehmen, daher 
wurden nach besonderen Gesichtspunkten nur einige ausgewählt; die 
Analysenzahlen (auf aschefreie Substanz bezogen) gibt die folgende Tabelle V 
wieder. Darin sind: 





























Tabelle V. 
e e 
Art der Substanz | e, De C |o H %9 O (00 CH}: C:OCH3z 
| ubstanz | | 

Lignin Picea a. ...... 0,334  |62,77|5,46|31,77| 10,35 | 15,67: 1 
5 E E E 1,49 165,58 5,52|28,90| 19,16 | 8,84: 1 
a 7 FR ' 5,06 |56 ‚56 | 6,33 37,11| 12,64 | 11,57: 1 
$ E E 15,24 60,28 6,40 32, 32 13,84 11 25:1 
4 SS > AAA | 3,94 [58,51 7,31 3418. 5,44 | 27,79: 1 
` 1 EE | 9,68 158,75 5,76 35,49| 16,89 8,98: 1 
» a Oryza (Oku)I...ı 4144 51,74|5,97j42,29 9,87 13, 54: 1 
Je AE e ES 2,88 ZE 5,99 42,96 9,23 | 14,29: 1 
, b Acer (Eisessig). . . | Se 61.96 5,78 ee] 12,78 | 12,52: 1 
„b , aw,%,NaOh)| 0,34 | 5,55|32,05| 14,11 |11,43: 1 








l. und 2. zwei bei ‚verschiedenen TIEREN extrahierte, im 
Methoxylgehalt und auch im Kohlenstoff stark voneinander abweichende 
Picea-Lignine, 

3. und 4. zwei bei verschiedenen Temperaturen extrahierte, im 
Methoxylgehalt annähernd gleiche Secale-Lignine, 

5. ein aus ganz jungem Stroh, 

6. ein aus reifem Roggenstroh isoliertes Lignin, beide bei gleicher 
Temperatur aufgeschlossen, 

7. Reisstrohlignin bei gewöhnlicher Temperatur aufgeschlossen, 

8. dasselbe Reisstrohlignin nach Entfernen der Asche durch Ab- 
rauchen mit 40 proz. Flußsäure, 
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9. Acer-Lignin bei 100% mit Eisessig extrahiert. 

10. Acer-Lignin bei 100% mit 11% proz. Natronlauge extrahiert. Wir 
die Analvsenzahlen auf den ersten Blick zeigen, kann von einer einheit- 
lichen Zusammensetzung keine Rede sein, eine Regelmäßigkeit ist aller 
dings insofern zu bemerken, als der jeweils höheren Aufschlußtemperatur 
auch der höhere Gehalt an Kohlenstoff entspricht, eine Parallele zu der 
in den vorigen Tabellen beobachteten hohen Methoxylgehalt der bei höhere: 
Temperaturen isolierten Lignine. Es könnten nun in den Hölzern und 
Strohsorten verschiedene Lignine von annähernd gleicher Zusammen 
setzung, aber verschieden leichter Aufschließbarkeit enthalten, und es könnt 
die Verschiedenartigkeit in der Zusammensetzung allein der Einwirkun: 
der Natronlauge bei höherer Temperatur zuzuschreiben sein. Um hierübr 
Klarheit zu bekommen, wurden vier Proben des in einer früheren Arbeit’: 
näher behandelten, bei Zimmertemperatur aus Stroh mit methylalkoholischer 
Lauge extrahierten Ligninpräparats in 11%, proz. Natronlauge gelöst url 
diese Lösungen den Bedingungen der fünf Aufschlüsse a bis e unterworfen 
(also: Probe a 48 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen, Probe h 
6 Stunden am Rückflußkühler gekocht usw.). Die darauf nach Ansäuen: 
mit Salzsäure gefüllten Ligninpräparate zeigten äußerlich zwar alle dunkler 
Färbung, jedoch hinsichtlich der elementaren Zusammensetzung keine 
Abweichung — wie etwa mit zunehmender Temperatur wachsenden Kohlen: 
stoff- und Methoxylgehelt. Die tatsächlich an den untersuchten Präparate: 
(Tabelle V) beobachteten Abweichungen sind demnach nicht eine Folge 
der Einwirkung der Natronlauge bei der betreffenden AufschluBtemperatur. 
sondern sprechen dafür. daß verschiedene Lignine im Holze vorhanden sind. 


Untersuchungen über den chemischen Abbau des Ligninmoleküls an der Hand 
einiger Stroh- und Holzlignine. 

Hönig und Fuchs?) hatten bei der Alkalischmelze der aus Sulfit- 
ablaugen gewonnenen Ligninsulfosäuren, Klason?) hatte aus Tannen- 
holzlignin durch Kalischmelze als ein Abbauprodukt die Protocatechu- 
säure sicher festgestellt. Zu dieser Abbaureaktion wurden auch die in 
größter Ausbeute erhaltenen Lignine, d. h. die Strohlignine a und di: 
Holzlignine b herangezogen: es wurde nach der von Willstätter und 
Mallison*%) bei Gelegenheit der Anthocyanarbeiten für die Ausführung 
der Kalischmelze gegebenen Vorschrift gearbeitet und auch das Re- 
aktionsprodukt in gleicher Weise behandelt, d. h. den Atherauszuz 
der angesäuerten Schmelze durch Natriumbicarbonat -in eine saure 
und phenolische Komponente zerlegt. Die Protocatechusäure wunl: 
über das Bleisalz in farblose Nädelchen vom Fp. 198 bis 199° erhalten. 
Die Ausbeuten an Phenolen und Säuren waren verschieden, die 
Lignine a ergaben 6 bis 7,6% Protocatechusäure und 2,2 bis 3.3", 
Phenole, die Lignine b 7 bis 8%, Protocatechusáure und 0,6 bis 1.5“, 


1) E. Beckmann, Zeitschr. f. angew. Chem. 84, 285, 1921. 
2) Hónig und Fuchs, Monatsh. f. Chem. 40, 341, 1919. 
3) P. Klason, Chem. Zentralbl. 1919, I, S. 92. 

1) Willstätter und Mallison, Ann. 408, 134, 1915. 
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Phenole. Das mit methylalkoholischer Lauge gewonnene Lignin zeigte 
auffallend hohe Werte: 15,3%, Protocátechusáure und 5% Phenole. 

Ein Versuch, durch direkte Einwirkung von 33proz. Natronlauge 
auf Holz- oder Strohmehl während 6 Stunden Dauer die Protocatechu- 
säure zu isolieren, führten stets zu einem öligen Endprodukt, aus dem 
sich durch Mikrosublimation Kristalle abscheiden ließen, die als identisch 
mit Protocatechusäure erkannt wurden. Der die Phenole enthaltende 
Anteil dieses Aufschlusses wurde in 14,proz. Natronlauge gelöst, mit 
Schwefelsäure angesäuert und einer Wasserdampfdestillation unter- 
worfen. Die Reaktionen des hellgelben Destillats deuteten auf An- 
wesenheit von Brenzcatechin und Pyrogallol. 


Die Entmethylierung von Ligninen. 

Der Gehalt an Methoxyl hatte bisher als das sicherste Charakte- 
ristikum aller Ligninpräparate gegolten. Es interessierte daher die 
chemische Zusammensetzung der nach Abspalten der Methoxylgruppen 
isolierbaren Substanz. 

lg helles, aus methylalkoholischer Lauge gewonnenes Lignin 
(Lignin M Secale) wurde 4 Stunden lang unter Zusatz von 50 ccm Eis- 
essig als Lösungsmittel mit 50 ccm Jodwasserstoffsäure (s = 1,96) 
gekocht und die überdestillierenden Jodmethyl- und Joddämpfe in 
einer Vorlage in Wasser aufgefangen. In der Vorlage setzte sich ein 
weißer Niederschlag von naphthalinähnlichem Geruch ab, der bei 254° 
schwarz wurde und zusammensickerte, aber mangels Substanz nicht 
näher untersucht werden konnte. Beim Eintragen der Jodwasser- 
stoffsäure in 500 ccm Wasser fiel ein dunkelbraun gefärbtes harzartiges 
Produkt aus, das, nach Abtreiben des überschüssigen Jods mit Wasser- 
dampf abgesaugt, getrocknet und pulversiert und mit Natriumthio- 
sulfatlósung vom anhaftenden Jod befreit wurde. Die so Igewonnene 
braune Substanz war frei von Methoxyl, enthielt jedoch Jod chemisch 
gebunden, in Natronlauge löste sie sich beim Erwärmen und fiel auf 
Zusatz von Säure flockig aus; in Pyridin, Eisessig und Alkohol war sie 
wenig löslich, hatte jedoch hinsichtlich der Alkalilöslichkeit die Lignin- 
eigenschaften nicht verloren. Die Elementaranalysen ergaben: 

61,92% C 552% H 14,48% O 18,08% J 
61,15% C 5,64 % H 15,12% O 18,08 % J 

Auf diese Analysen unter der Annahme eines Atoms Jod im Molekül 
würde die Bruttoformel: Ce H3906 J (theoret. 62,25 9%% C, 5,62 % H, 13,83% O, 
18,29% J) stimmen. Ausgehend von einer von uns!) früher aufgestellten 
Formel für das aus Stroh mit methylalkoholischer Natronlauge isolierte 


Lignin C,H,s0,1s ließe sich die Abspaltung der Methoxylgruppen durch 
folgende Reaktion darstellen: 


C„H,01 + 26 HJ = Cs fl zetledl + 4 CH,COJ + 20 J + 9 H,O. 


1) E. Beckmann, Le 
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Da aber die neben dem jodhaltigen Rückstand in der Reaktion an- 
genommenen Produkte nicht qualitativ und quantitativ eríabt werde 
konnten, darf dieser Reaktionsverlauf nur als Hypothese hingenomm+ 
werden. 

In gleicher Weise wie das Secalelignin wurden noch zwei Holzlgnm. 
nämlich von Acer d (C = 66,23%; H = 5,70%, O = 28,07 %,; OCE, 
= 16,29%) und von Picea d (C = 64,33%, H = 5,48 °,, O = 30,19*., 
OCH, = 17,27%) entmethyliert; der Reaktionsvorgang zeigte kemere 
Abweichung gegen den des vorher behandelten Strohlignins. Es eur 
wieder jodhaltige, in verdünnter Lauge und auch in Pyridin, Eisessig wx 
Alkohol lösliche Präparate erhalten. Die Analysen der entmethyler= 
Produkte ergaben: 

Entmethyliertes Lignin Acer d Nr. 1 68,57% C; 5,13%, H; 16,27°, 5 
16,03 % J. 

Entmethyliertes Lignin Acer d Nr. 2 68,54 %, C; 5,16%, H; 16,27 *, ++. 
10,03% J. 

Entmethyliertes Lignin Picea d Nr. 1 71,55% C; 5,14 %3 H; 16,27,0. 
7,04% J. 

Entmethyliertes Lignin Picea d Nr. 2 71,61%, C; 5,16 25 H; 16,19°, 0: 
7,04% J. 

Unter der gleich oben gemachten Annahme von einem Atom Jod = 
Molekül würde das entmethylierte Lignin Acer d der Brutteoferz 
C,H, 013 J und das entmethylierte Lignin von Picea d der Bruttoforn* 
Cios Dose d entsprechen. Verglichen mit dem Reduktionsprodukt au 
Secale fällt bei den beiden aus den Holzligninen gewonnenen Produkta 
eine merkwürdige Übereinstimmung in den Atomzahlen auf, für die er 
Deutung vor der Hand nicht zu geben ist, die aber gerade ihrer Emme 
tümlichkeit wegen nicht unerwähnt bleiben darf. Es verhällt sich oämisk 

L Im entmethylierten Produkt von Lignin M Secale : C,¿H.,0,: 


1:J:C = 1:(1x 36) 
11:J:O=1:(1x 6). 
2. Im entmethylierten Produkt von Lignin c Acer: C,,H¿50,,3 
1:J:C = 1:(2 x 36) 
1:J:0=1:(2 x 6). 
3. Im entmethylierten Produkt von Lignin d Picea: ` Ce Hale 
I:J:C = 1:(3 x 36) 
11:J:O=1:(3x 6). 
Möglicherweise handelt es sich hier auch um ein Zufallsergebnis. 
Um eine weitergehende Einwirkung der Jodwasserstoffsäure auf de 
Lignin zu studieren, wurde Lignin Secale M in Portionen von je 2g m 
20 ccm Jodwasserstoffsäure 12 Stunden im Bombenrohr auf 250° erhi. 
die gesammelten Reaktionsprodukte gaben allerdings in sehr gering 
Ausbeute nach dem Entfärben mit schwefliger Säure, mit Weasserdarnf 
destilliert, ein aromatisch riechendes Öl, das oberhalb 260% siedete. De 
Destillationsrückstand, eine zähflüssige Masse, nach dem Trocknen & 
dunkelgelbes Pulver, war frei von Methoxyl und Jod, enthielt aber Schw 
und Phosphor. Seine Analyse ergab: 


= 58,69%; H = 8,40%; O = 18,42%; § = 9,53%; P = 4,96 °,. 
Der Gehalt an Schwefel und Phosphor ist auf die Vorbehandlu: 
des Práparats zurückzuführen. Wenn es auch nicht gelang, ein wob! 
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definiertes Reduktionsprodukt aus dem Lignin durch Behandeln mit Jod- 
wasserstoffsäure zu erhalten, so bleibt doch immerhin die wertvolle Fest- 
stellung, daß durch noch so starke chemische Eingriffe die Säureeigenschaft 
des Lignins nicht geändert wird. 


Über die Phloroglucin-Salzsäurereaktion der Stroh- und Holzarten. 

Bei den sukzessiven Aufschlissen von Stroh- und Holzsorten 
zeigte sich mit abnehmendem Ligningehalt auch ein deutlicher 
Rückgang der Stärke der Phloroglucinreaktion bis zum fast völligen 
Verschwinden bei den letzten, nur noch wenig Lignin enthaltenden 
Rückständen. Die Frage nach der Ursache der Reaktion ist bis heute 
noch nicht geklärt. Das Verhalten der Reaktion bei diesen Aufschlüssen 
deutet aber darauf hin, daß irgend ein Zusammenhang zwischen der 
Reaktion und dem Lignin bestehen muß. Die mit den einzelnen Holz- 
und Strohligninen ausgeführte Reaktion fiel — meist auch erst nach 
Verlauf von etwa 30 Minuten — so schwach aus, daß von einer Farb- 
reaktion nicht mehr zu sprechen war. Wenn man nun mit Klason 
bestimmten Atomgruppen, wie der Gruppe RCH:CH.CHO, die Re- 
aktion zuschreiben wollte, so ließe sich der Grund: der schwachen Farb- 
reaktion bei den Ligninpräparaten darin suchen, daß diese Atomgruppen 
beim Aufschluß oder beim Isolieren des Lignins aus der Lauge zum 
Teil zerstört werden. In der Tat zeigte sich die Reaktion bei dem mit 
methylalkoholischer Lauge bei Zimmertemperatur isolierten, bisher 
immer als reinstes und am wenigsten durch die Herstellungsmethode 
verändertes Lignin betrachteten Präparat am deutlichsten, während 
sie bei den dunkleren, der Einwirkung der hochprozentigen Salzsäure 
unterworfenen Ligninen ganz ausblieb. Die Aldehydtheorie Klasons 
findet eine Stütze darin, daß auf mit Hydroxylamin vorbehandeltem 
Holzmehl die Reaktion nur ganz schwach auftritt. 

Die Versuche, durch Kochen mit Aceton, Benzol, Phosphoroxy- 
chlorid sowie durch Extraktionen mit 50-, 25-, und 12,5proz. Schwefel- 
säure eine farbgebende Substanz zu isolieren, verliefen vollkommen 
negativ. Kochen mit Acetylchlorid lieferte einen Extrakt, der vor- 
übergehend die Reaktion zeigte. Dagegen gelang es, Holzmehl (10 g) 
durch mehrfaches Behandeln mit siedendem Eisessig (anfangs 6 Stunden, 
später je 48 Stunden) so weit zu extrahieren, daß der Rückstand nach 
dem Auswaschen mit Wasser die Farbreaktion nicht mehr zeigte. 
Aus den vereinten und durch Eindampfen konzentrierten Eisessig- 
extrakten konnte nach Zugabe von Phloroglucinsalzsáure mit Wasser 
ein roter Niederschlag gefällt werden (Lignin + Farbstoff). Es gelang 
jedoch nicht, den Farbstoff vom Lignin zu trennen; beim Behandeln 
mit Alkohol wurde immer wieder Lignin in Lösung gebracht., 

Nach diesen wenigen Versuchen, die im Rahmen der voran- 
gegangenen Untersuchungen nur ausgeführt waren, um die Frage nicht 
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völlig zu übergehen, und die daher nicht den Anspruch auf Valls 
keit machen, scheint die Reaktion zu Lignin im nahen Zusammen 
zu stehen. Weniger Wahrscheinlichkeit hat es für sich, daß das Vand 
welches aus Holz in verschiedenen Prozessen erhalten werden D 
Träger der Reaktion ist. 

Freies Vanillin ließ sich durch Mikrosublimation im Ahornhom 
nicht nachweisen, wohl aber ließen sich aus Rückständen átherd 
Auszüge von Aufschlußlaugen, die mit 11,-, 3- und 33proz. Ner 
lauge bei 20%, 100% und unter 9 Atm. Druck hergestellt waren, ø 
Öle gewinnen, und aus diesen durch Sublimation kleine Kristalk i 
lieren, die nach ihrem Verhalten im polarisierten Licht mit Va? 
säure identifiziert wurden. 

Obwohl auch aus 11,-, 3- und 33proz. Natronlauge, die mit ra 
Vanillin bei Zimmertemperatur, 100° und unter 9 Atm. Druck im A 
klaven behandelt war, sich durch Ätherextraktion ein Öl und da 
durch Sublimation sich Vanillinsäure (identifiziert nach dem Verba 
im polarisierten Licht) gewinnen ließ, wäre es dennoch ein ur 
gehender Schluß, die Darstellung von Vanillinsáure aus Hol ı 
sie in dem obigen Versuch geschildert ist, auf ein ursprüngliche |: 
kommen von Vanillin im Holze zurückzuführen. 


Die Zwaardemakersche biologische Radioaktivität. 


Von 
H. J. Hamburger. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universität Groningen, Holland.) 


(Eingegangen am 4. Juni 1923.) 


Die Societe de Biologie in Paris hat den glücklichen Gedanken 
gehabt, auf dem 75. Geburtstage der Stiftung, dem 26. Mai, drei 
wichtige Gegenstände auf die Tagesordnung zu setzen. Man wurde 
nachdrücklich gebeten, seine Meinung über eins dieser Themata zu 
geben. Von diesen drei hat mich das über die Zwaardemakersche 
„biologische Radioaktivität“ besonders interessiert. Es handelt sich hier 
um eine Reihe von merkwürdigen Studien, die aus dem Laboratorium 
meines verehrten Kollegen und Landesgenossen Zwaardemaker hervor- 
gegangen sind und die sich mit einem für das Leben unentbehrlichen 
und bis jetzt unbekannten Faktor befassen. Bei aller Anerkennung 
der Verdienste des Herrn Zwaardemaker und dessen Schule auf diesem 
Gebiete, kann ich mich seinen Schlußfolgerungen leider nicht anschließen. 
Der Verfasser trägt meines Erachtens dem Wert der Balancierung 
zwischen den Ionen K, Na und Ca zu wenig Rechnung und versucht 
die Erklärung der Erscheinungen, die nach ihm nicht genügend durch 
die Balancierung der Ionen gedeutet werden können, zu komplettieren 
durch Einführung des Prinzips der biologischen Radioaktivität. Diese 
Radioaktivität scheint mir hier aber keineswegs erwiesen. 

Einige Betrachtungen, auf die sich meine Meinung stützt, dürfen 
hier folgen. 

Den Ausgangspunkt der Anschauung Zwaardemakers, daß die 
nn von K als radioaktives Element unbedingt notwendig 

, bildet folgender Versuch). 

Die Kammer eines Froschherzens wird mittels einer Kröneskerkanüle 
mit der gebräuchlichen Ringerflüssigkeit folgender elei 


durchstrómt: NaCl0,65%, NaHCO, 0,02%, KOL 0,01%, CaCl,. 6 aq. 
0,02%. Das Herz schlägt dann während einiger Zeit weiter. Wenn das 


1) Zwaardemaker and Feenstra, Proceedings of the Koninkl. Akademie 
ven Wetenschappen te Amsterdam, 19, 99; 20, 341, 633, 1916. 
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K aus der Durchströmungsflüssigkeit fortgelassen wird, hört das Herz : 
klopfen auf. Nun überlegte Professor Zwaardemaker, in ÚUbereinstimmw: 
mit dem Befunde Campbells, K sei das einzige radioaktive Element, da 
im Körper vorhanden ist, und entdeckte, daß die Kammer wieder zu schlag: 
anfängt, wenn man in der genannten Ringerflüssigkeit das K ersetzte dur: 
ein anderes radioaktives Element wie Uranium, Radium und Thori:.. 
und zwar in äquiradioaktiven Dosen. Wir und viele andere mit uns war 
sehr begeistert über diesen Befund. | 

Beschäftigt mit der Feststellung der Versuchsbedingungen, un‘: 
welchen Froschnieren imstande sind, Glucose aus der Durchstrómun;: 
flüssigkeit zurückzuhalten, ersetzten nun Dr. Brinkman und ich! 
das K der auch von Zwaardemaker angewandten Ringerflüssigk:: 
durch die genannten radioaktiven Elemente. Wir sahen dann zu unser: 
großen Freude, daß man auch bei der Froschniere Gas K ersetzen konnt: 
durch Uranium, Radium und Thorium, und zwar in demselben Ve- 
hältnis wie Zwaardemaker und seine Schüler auch für das Herz a 
das richtige gefunden hatten. 

Bei systematischer Fortsetzung unserer Versuche ergab es si: 
aber, daß man die Durchströmungsflüssigkeit für die Niere auch derar 
wählen konnte, daß das K ganz entbehrlich wurde. Nur hatte ma: 


darauf zu achten, daß der Gehalt an Ca, H, NaCl und Na HCO, eo 


physiologischer, d.h. in Übereinstimmung mit dem C'a- und Alkaligeha: 
der Blutflüssigkeit des Frosches war. In diesem Falle war auch d 
Niere imstande, ohne K die physiologische Glucosemenge zurüx- 
zuhalten, was nicht der Fall war, wenn man die von Zwaardemair 
gebrauchte Ringerflüssigkeit anwandte. Die Anwesenheit eines radie 





aktiven Elements in der Durchströmungsflüssigkeit war also ganz itr 


flüssig geworden, mit anderen Worten, man konnte das K aus d 
Durchströmungsflüssigkeit ganz fortlassen und doch wurde die phy 
logische Glucosemenge (0,07%) zurückgehalten. Benutzte man di 
gegen die von Zwaardemaker angewandte gebräuchliche Ringerflúsi: 
keit, so war dies nicht der Fall. 

Ich würde diesen Versuch hier nicht erwähnen, wenn Zwwardemat:' 
in seinen späteren Schriften nicht diese Versuche mit der Niere angeführ 
hätte, um zu zeigen, daß auch für die physiologische Funktion de 
Niere die Anwesenheit des K in der Durchströmungsflüssigkeit u- 
bedingt notwendig sei. 

Im Verlaufe der letzten Jahre sind nun im hiesigen Instit” 
zahlreiche Versuche an verschiedenen Organen angestellt worden. 
die alle beweisen, daß die physiologische Funktion der Durchstrómung* 
flüssigkeit von dem Verhältnis-K, Na und Ca beherrscht wird und da» 


1) Hamburger and Brinkman, Proceedings of the Koninkl. Akademi 
van Wetenschappen te Amsterdam 19, Nr. 8, 1917; diese Zeitschr. $8, *. 
1918; 94, 131, 1919. 


Radioaktivität. | 511 


eine geringe Abweichung dieses Verháltnisses die physiologische Funk- 
tion aufhebt. Wünscht man eine Erklärung, so liegt es nahe anzunehmen, 
daß das K-Ion und das Na-Ion erweichend (lyotrop) auf die Zellen- 
oberfläche wirkt, während das Ca-Ion eine dichtende (härtende) Wirkung 
auf die Zellenoberfläche ausübt. K und Ca wirken also antagonistisch, 
und wenn die Zellenoberfläche ihre normale Konsistenz erhalten soll, so 
muß ein Gleichgewicht bestehen zwischen den beiden Elementen. 
Auch das Na hat einen, aber bedeutend schwächeren, Iyotropen Effekt 
als das K. Andererseits ist aber das Na-Ion in den Körperflüssigkeiten 
in viel höherer Konzentration anwesend als das K; daher kann man 
das K für den richtigen Antagonismus im genannten Sinne entbehren?). 
Wir müssen noch darauf aufmerksam machen, daß die Hauptsache 
hier nicht in der totalen Quantität des Calciumsalzes, sondern in dem 
Gehalt an freien Ca-Zonen liegt, und daß dieser Gehalt bedingt wird 
durch die von Rona und Takahashi gegebene Gleichung [Ca”] = k 
. ege Aus dieser Gleichung ersieht man, daß der Ca-Ionengehalt 
proportional der H-Ionenkonzentration und umgekehrt proportional 
der HCO,-Ionenkonzentration ist, so daß man also die Konzentration 
der freien Ca-Ionen in. der Flüssigkeit genau regulieren kann mittels 
der Aziditát und durch Änderung des HCO,-Gehalts der Flüssigkeit. 
Die Bedeutung dieser Tatsache hat sich, außer beim obengenannten 
Studium an der Niere, noch bei zahlreichen anderen Versuchen er- 
geben, so z. B. bei Untersuchungen über die Magenbewegungen bei 
Reizung des Nervus vagus?), über die automatischen Bewegungen des 
Rektumst), über das Entstehen spasmophiler Erscheinungen®), bei 
Untersuchungen über das Auftreten von Ödem und Konzentration 
der Kapillaren®). Eine eingehende Besprechung aller dieser Unter- 
suchungen würde uns zu weit führen, aber ein einfaches und zugleich 
 schlagendes Beispiel möge hier angeführt werden. Dieses betrifft 
das Entstehen des Ödems. | 
Im Institut von Prof. Zwaardemaker in Utrecht hatte Gunzburg?) 
durch die Arteria femoralis das Hinterbein eines Frosches mit der 


1) Hamburger and Brinkman, Proceedings of the Koninkl. Akademie 
van Wetenschappen te Amsterdam 19, Nr. 8, 1917; diese Zeitschr. 88, 97, 
1918; 94, 131, 1919. 

2) Rona und. Takahashi, diese Zeitschr. 49, 370. 

3) Brinkman and van Dam, Proceedings of the Koninkl. Akademie van 
Wetenschappen te Amsterdam 28, 1262, Nr. 8; Pflügers Arch. 196, 166, 1922. 

1) Demonstration von van Creveld, Physiologentag zu Amsterdam, 
22. Dezember 1921; noch nicht publiziert. 

5) Van Paassen, Ned. Tvdschr. v. Geneesk 1921, S. 1162. 

6) R. J. Hamburger, diese Zeitschr. 129, 153, 1922. 

1) Gunzburg, Arch. Néerl. d. Physiol. 2, 364, 1918. 
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üblichen Ringerflüssigkeit durchströmt, wobei kein Ödem 
Ein Ödem trat aber auf, wenn KCI aus dieser Durchströmunz& 
fortgelassen wurde. Daraus schloß man im Utrechtsche 
daß K unentbehrlich sei, um Ödem vorzubeugen. Warum a 
Gunzburgschen Experiment die Anwesenheit von K erfords 
Ödem vorzubeugen? Weil, wie aus den Experimenten ù 
R. J. Hamburger!) hervorging, der Ca-/onengehalt, bestimmi 
Methode Brinkman-van Dam?), in der von Gunzburg benutzte 
flüssigkeit für die Kapillaren eines Frosches zu hoch ist. Un 
Übermaß von freien Ca-Ionen unschädlich zu machen ode 
gesagt, zu á¿quilibricren, war eine Hinzufügung von K-Ionen tx 
Es mögen hier ein paar Experimente folgen. 

Das Hinterbein des Frosches wurde durchströmt mit 
von NaCl 0,6% + CaCl,.6aq in verschiedenen Quantität 
zeigte sich, daß, wenn man durchströmte mit Ca Cl,.6 aq" 
0,005 % oder 0,006 %,, immer Ödem auftrat, daß dieses aber n 
stand, wenn CaCl,.6 aq. 0,007%, gebraucht wurde. Man beate 
gar kein K in der Durchströmungsflüssigkeit anwesend war ai 
diese nur NaCl + CaCl,.6 aq. enthielt. Fügte man aber dieser 
Flüssigkeit NaCl 0,6% + CaCl,.6aq. 0,007% ein wenig KU 
so trat Ödem auf. Aus diesem Versuch ergibt sich also deutit. 
das Nichtauftreten des Ödems bei Anwesenheit von KCI in Gm 
Versuchen nicht auf einer spezifischen K-Wirkung beruher 
mit anderen Worten, daß K für das Nichtauftreten des (dem? 
notwendig ist und daß also für das Vorbeugen des Ódems keine sped 
radioaktive Wirkung erfordert wird, wie es Gunzburg und Zuvaarse 
meinen. 

In diesem Zusammenhang ist es nicht ohne Interesse, noch a 
andere Versuche zu erwähnen, die bei dieser Gelegenheit ang% 
wurden. Wurde in der 0,6proz. NaCl-Lósung Ca Cl,.6 aq. 0% 
gelöst anstatt 0,007 %, so ergab sich nicht nur, daß das Ödem aut 
sondern auch der Blutstrom stockte plötzlich, wahrscheinlich in 
einer Kontraktion der Kapillaren. Selbst eine erhebliche Ste 
des hydrostatischen Druckes war nicht imstande, die Strömung "et 
herzustellen. Fs schien nun nicht unmöglich, daß diese Dh? 
traktion durch Zusatz von K weichen würde. In der Tat stellte? 
heraus, daß, wenn zu der Durchströmungsflüssigkeit 0,01%; 1 
hinzugesetzt wurde, die Flüssigkeit wieder zu strömen anfing. * 
Gefäßverengerung also aufgehoben war. Diese Wirkung rie a 
als reversibel: man konnte sie mehrmals wiederholen. 

1) R. J. Hamburger, Le 


2) Brinkman and van Dam, Proceedings of the Koninkl. Aka? 
van Wetenschappen te Amsterdam 22, Nr. 7—8, 1919. 
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Es sind nun vor kurzem in unserem Institut durch van Creveld 
inige neue Versuche angestellt worden an einem Frosch, dessen Rektum 
‚on der Aorta abdominalis aus durchströmt wurde. Dieser bereits 
rüher durchgeführte Versuch wurde so abgeändert, daß aus unserer 
rut äquilibrierten Lösung, welche die Niere instand setzte, die physio- 
ogische Quantität Zucker zurückzuhalten, das K fortgelassen und unter- 
sucht, ob dieses Metall auch für die automatische Bewegung des Rektums 
:ntbehrt werden konnte. Die Durchströmungsflüssigkeit hatte jetzt 
olgende Zusammensetzung: NaCl 0,5%, CaCl,.6 aq. 0,01%, NaHCO, 
12%. Es stellte sich nun heraus, daß ber andauernder Durchströmung 
mit einer K-losen Lösung die rhythmischen Bewegungen noch nach 
:weimal 24 Stunden sehr deutlich waren. Auch mit dem isolierten Rektum 
war dies der Fall. Man ersieht also, daß bei einem Organ, dessen Be- 
wegungen denen dea Herzens so sehr gleichen, das K entbehrt werden 
kann und das Na ganz allein die lyotrope Wirkung ausübt. 

Ähnliche Experimente wurden schon früher angestellt über den 
Einfluß des Nervus vagus auf die Magenbewegungen!). 

Es wurden dann 500 ccm Flüssigkeit ohne K durch die Arteria gastrica 
geführt. Nach 24 Stunden hatte der Magen seine Reizbarkeit noch völlig 
erhalten, wenn man nur dafür sorgte, daß der Gehalt an Ca, NaCl, NaHCO, 
und H derselbe war wie bei den Nierenversuchen. Bei geringer Abweichung 
von dieser Zusammensetzung der Durchströmungsflüssigkeit verschwand die 


Reizbarkeit des Nervus vagus, ebenso wie das Retentionsvermögen der 
Nieren für Glucose. 


Um nicht zu ausführlich zu werden, will ich hier nicht auf Ex- 
perimente, die im letzten Monat am Darm des Kaninchens (L. Jen- 
drassik) und mit dem Froschherzen (Brinkman und van Dam) gemacht 
worden sind, eingehen. Hiervon wird in besonderen Mitteilungen in 
dieser Zeitschrift weiter die Rede sein. In beiden Fällen ergab es sich, 
daß K für die Automatie entbehrt werden konnte. Nur sei bereits hier 
bemerkt, daß die Durchströmung des Herzens so vorgenommen wurde, 
daß eine Kanüle in die Vena cava gebracht wurde, also nicht mittels 
einer Kroneckerkanüle, wobei die Flüssigkeit nur die Kammer und 
nicht die Sinus venosus passiert. Diese Durchströmung, wie sie Zwaarde- 
maker erfordert, ist unserer Ansicht nach nicht physiologisch. 

Diese Bemerkungen und Tatsachen dürften genügen, um die 
Notwendigkeit des K als radioaktives Element in den Durchströmungs- 
flüssigkeiten zu bekämpfen. 

Um Mißverständnissen vorzubeugen, möchte ich betonen, daß ich nicht 
behaupten will, das K könne für das normale Leben entbehrt werden. Für 


das normale Leben ist eine in allen Hinsichten physiologische Flüssigkeit 
erforderlich, und diese ist das Plasma desselben Tieres. Und auch Zwaarde- 





1) Brinkman und van Dam, Pflügers Arch. 196, 166, 1922, 
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maker wird zugestehen, daß die von ihm angewandten Ringer schen Lis 
nicht wirklich pħysiologisch waren. 

Aber es handelt sich hier einfach darum, die Versuchsbedingua 
derart zu gestalten, daß man die Frage beantworten kann, ob das] 
wirkt durch Balancierung allein oder auch noch eine spezifische pi 
aktive Wirkung besitzt. Zwaardemaker ist letzterer Meinung. # 
behaupten aber, daß die von Zwaardemaker und seinen Schúlem y 
brauchten Durchströmungsflüssigkeiten nicht eine derartige Zuang 
setzung hatten, daß dabei von einer möglichst guten Ionenbalanciem 
die Rede ist; und solange das nicht der Fall ist, ist er nicht berecht 
wenn Automatie fehlt oder keine gute Funktion erhalten wird. de 
dem Fehlen einer Radioaktivität zuzuschreiben. 

Aber nehmen wir selbst an, es könnte keine gute Durchstrómux 
flüssigkeit ohne K zusammengestellt werden, würde dies dann zem 
zu der Schlußfolgerung führen, daß das K, außer balancierend. o 
noch radioaktiv wirkt? Sicherlich nicht. Zwar hat Zivaardemil 
eine Reihe von Erscheinungen entdeckt, deren interessanter Zusamre 
hang uns einen Eindruck davon gibt, wie weit man es mit einer ná 
aktiven Erklärung bringen kann, aber damit ist die Wirkung í 
Radioaktivität noch nicht nachgewiesen. Ich lasse noch die Tat 
außer Betracht, daß er nicht einen einzigen Beweis dafür gegeben i 
daß die spezifische Wirkung des K der Radioaktivität und nicht 4 
Balancierung zuzuschreiben ist. Außerdem fragt man sich, vo 
das Ion K neben der Balancierung nicht auch noch kraft seiner Ata 
nummer!) seine eigene spezifische Rolle spielen kann. Und de 
denken wir an das Magnesium, das chemisch dem Ca nahesteht. al 
in biologischer Wirkung (z. B. Narkose) eine spezifische Difier 
mit dem Ca zeigt. Bevor man zur Annahme einer neuen biologs 
Eigenschaft eines Elementes schreitet, sollte man unserer Ansi 
nach dringende Argumente dafür anführen, und das hat Zwaardemt 
unserer Meinung nach nicht getan. Nun würde man anführen kön 
daß die Ersetzbarkeit des K durch radioaktive Elemente wie Radu 
Thorium usw. wohl dafür spricht, aber noch vor sehr kurzen b 
Zwaardemaker als seine Meinung ausgesprochen, daß die Balanctrı 
des Ca dem Uranium und Thorium gegenüber nicht als eine ri 
aktive Wirkung zu betrachten sei?). 


Mit dem Schreiben dieses kleinen Artikels habe ich eine für m 
wenig angenehme Pflicht erfüllt. Ich weiß, daß eine Anzahl Phyuck® 
sich nicht mit der Auffassung des Herrn Zwaardemaker über mie 
stehen einer biologischen Radioaktivität vereinigen können. € * 
1) J. Loeb, Journ. of Gen. Physiol. 8, 237, 1921. 

2) Zwaardemaker, diese Zeitschr. 182, 95, 1922. 
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auf Grund eigener Experimente, oder aus theoretischen Erwägungen. 
Ich weiß auch, daß diese Physiologen deshalb schweigen, weil sie sich 
selbst nicht trauen. Wo ein Mann von einem Ruf in der Wissenschaft 
wie Zwaardemaker in so zahlreichen Schriften in der Weltliteratur 
eine Meinung verkündet, wünscht man derselben nicht zu widersprechen. 
Dazu kommt, daß seine Ausführungen stets mehr kompliziert werden. 
Man sagt sich, ich warte ruhig ab, bis andere geredet haben. Das haben 
einige sehr wenige getan. So haben J. und R.F. Loeb!) und Zondek?) 
der Auffassung Zwaardemakers und seiner Utrechtschen Schule wider- 
sprochen; aber insoweit mir bekannt, hat bis jetzt noch keiner seine 
Meinung betreffs des Bestehens einer biologischen Radioaktivität be- 
stätigt. | 

Vielleicht gibt dieser kleine Artikel Veranlassung, daß die Sache 
näher untersucht wird und demzufolge, wie ich hoffe, das Bestehen einer 
biologischen Radioaktivität auch anderswo als im Utrechtschen physio- 
logischen Institut bestätigt wird. Aber bei der jetzigen Sachlage scheint 
es mir nicht erlaubt, daß das Prinzip der Radioaktivität ohne weiteres 


in die Biologie aufgenommen wird und in die Lehr- und Handbücher 
übergeht. 


1) J. Loeb, Le: R.F. Loeb, Journ. of Gen. Physiol. 8, 229, 1921. 
» J. G. Zondek, diese Zeitschr. 121, 76, 1921. 
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Uber die Verteilung des Harmstoffs 
im menschlichen Blut und in menschlichen Se 


Von 


J. Bernard Cohen (New York). 


(Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankes 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 2. Juni 1923.) 
I. 


Die bisherigen Angaben über die Verteilung des Harnstoft: 
im Blute sind durchaus widersprechend. Dieser Widersprud d 
sich wohl in der Hauptsache daraus, daß alle Autoren für die quam 
Bestimmung des Harnstoffs verschiedene Methoden verwanda 
keine der Methoden ganz zuverlässige Resultate lieferte. 


Das kann man sowohl von dem Verfahren von Schoendorff! o 
der Methode von Bang?) und der von Aronsohn?) angewandten % 
sagen. Bei den geringen Differenzen aber, die zwischen dem P 
gehalt des Gesamtblutes und dem des Plasmas zu erwarten sind, ı 
man mit einer Methode arbeiten, die absolut genaue Werte erwana 
Eine solche scheint wohl nur die von R. L. Gad Andresen’) angen 
Bromnatronmethode zu sein, bei der die aus dem Harnstoff entes 
Stickstoffmenge in Kroghs Mikrorespirometer gemessen wird. 

Schoendorff, der zuerst Untersuchungen über die Verteilung des 5 
stoffs im Blut angestellt hat, kam zu dem Resultat, daß der Haat? 
auf Plasma und Blutkörperchen gleichmäßig verteilt findet. Daa 
Befund erhob auch Bang. Nach seiner Ansicht kann eine andere Verte 
auch gar nicht stattfinden, da die Lipoidmembran der Blutkörperchen å 
Harnstoff gegenüber permeabel ist. Zu dem gleichen Resultat kar £ 
v. Scheel®), der ebenfalls mit Bangs Mikromethode arbeitete. Im # 
satz dazu fand Aronsohn einen großen Unterschied zwischen Hems 
konzentration im Gesamtblut und im Serum und kam zu dem Schlo. 
es nicht statthaft ist, die Rest-N-Bestimmung am Serum voramelrA 
sondern daß nur die Untersuchung des Gesamtblutes Aufschluß über: 


1) B. Schoendorff, Pflügers Arch. 68, 192, 1896. 

2) J. Bang, diese Zeitschr. 72, 104, 1915. 

3) Aronsohn, C. r. soc. biol. 71, 215, 1911. 

t) K. L. Gad Andresen, diese Zeitschr. 116, 266, 1921. 

5) v. Scheel, Klin. Mitt. v. Bispebjerg Hospital 1916, S. 304 
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vahre Harnstoffkonzentration geben kann. Widal!) dagegen, der mit der 
leichen Methode wie Aronsohn arbeitete, fand keine so beträchtlichen 
¿nterschiede und meinte, daß es gleichgültig ist, ob man den Harnstoff 
m Gesamtblut oder im Plasma bzw. Serum bestimmt. Der letzte, der 
ich mit dieser Frage eingehend beschäftigt hat, ist Gad Andresen; er kommt 
u dem Resultat, daß normaliter die Blutkörperchen konstant weniger 
larnstoff, und zwar immer nur 72 bis 80% der im Plasma vorhandenen 
denge enthalten, daß aber bei steigender Harnstoffkonzentration im Blut 
nehr Harnstoff in die Blutkörperchen übergeht. Diese Steigerung beträgt 
ach seinen Untersuchungen etwa 8%. 


Gad Andresens Untersuchungen sind nun ausschließlich am Tierblut 
mgestellt und können nicht ohne weiteres auf die Verhältnisse am Menschen 
ibertragen werden. Dazu kommt noch ein anderes Moment, das uns be- 
lenklich zu sein scheint. Gad Andresen hat, um zu entscheiden, wie Blut 
wei erhöhtem Harnstoffgehalt sich verhält, eine bestimmte Menge Harn- 
toff in Ringerlósung aufgelöst, dem Blut zugesetzt, geschüttelt und in 
ner Mischmaschine ‚einige Minuten lang sehr intensiv“ gemischt.‘ Daß 
ich hierbei der zugesetzte Harnstoff in dem flüssigen Anteil des Blutes 
tleichmäßig verteilt, unterliegt wohl keinem Zweifel; fraglich bleibt nur, 
»b unter diesen Umständen die Diffusion des Harnstoffs in die Blut- 
körperchen eine vollkommene ist, und ob überhaupt die Blutkörperchen 
ınter dieser immerhin etwas gewaltsamen Prozedur das gleiche Verhalten 
zeigen, wie unter normalen Bedingungen. Will man einen Einblick in die 
tatsächlichen Verhältnisse im Blut gewinnen — und darauf kommt es doch 
letzten Endes an —, so darf man an den natürlichen Bedingungen nichts 
ändern. Diese sind aber am ehesten gewahrt, wenn man z. B. solche Fälle 
zur Untersuchung wählt, bei denen infolge Versagens der Nierensekretion 
abnorm große Mengen von Harnstoff sich sponten im Blute ansammeln. 
Derartige Zustände von drohender oder vorhandener Urämie wählten wir 
zur Entscheidung der Frage, wie bei abnorm hohem Harnstoffgehalt die 
Verteilung des Harnstoffs im Blut sich gestaltet, nachdem wir uns zuvor 


bei normalen Fällen über den Harnstoffgehalt der Blutkörperchen und des ` 


Blutplasmas orientiert hatten. 


Als Verfahren für die Harnstoffbestimmung wählten wir die 
Ureasemethode, die wohl heute als die beste und bequemste gelten 
darf, sofern man eine gute und ammoniakfreie Ureaselösung zur Ver- 
fügung hat. Nach Überwindung einzelner technischer Schwierigkeiten 
gingen wir schließlich so vor, daß wir uns zunächst nach der Vorschrift 
von M. Jacoby?) Sojabohnen in einer Mühle zerkleinerten, das feine 
Pulver so lange mit Petroläther extrahierten, bis es vollkommen fettfrei 
war und 20 g des fettfreien Pulvers mit 100 ccm destilliertem Wasser 
unter häufigem Schütteln 24 Stunden lang extrahierten. Der Extrakt 
wurde scharf abzentrifugiert und filtriert und zwecks Konservierung 
mit dem gleichen Volumen Glycerin versetzt. In dieser Form hat sich 
der Extrakt, kühl und dunkel aufbewahrt, mehrere Monate fast un- 





1) Widal, C. r. soc. biol. 78, 114, 1912. 
2) M. Jacoby, diese Zeitschr. 48, 216, 1912. 
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verändert wirksam erhalten, wovon wir uns von Zeit zu Zeit unte 
Verwendung einer lproz. Harnstofflösung überzeugen konnten, un: 
enthielt bei wiederholter Nachprüfung kein freies Ammoniak. Dè 
zu untersuchende Blut wurde durch Punktion der Vena mediana x- 
wonnen und in einen mit etwas Kal. oxalic. beschickten MeBzylini" 
aufgefangen und in der Mehrzahl der Fälle spätestens eine halbe Stunc- 
nach der Entnahme verarbeitet. Die Verarbeitung geschah so. da. 
nach Rona und Michaelis 2ccm Gesamtblut in 22ccm Wasser on. 
getragen, kurz erhitzt und mit l5ccm fünffach verdünntem Fer 
oxyd. dialys. (Riedel) und 1,0ccm 0,5proz. Magnesiumsulfatlósur: 
versetzt und einige Zeit stehengelassen wurde. In der Zwischenz:: 
wurde im Hämotokrit das Verhältnis von Blutkörperchen zu Pla: 
ermittelt und gleichzeitig 2ccm Plasma in derselben Weise wie di 
Gesamtblut enteiweiBt. Von den Filtraten wurden zur Harnstof 
bestimmung je 10,0 ccm — entsprechend 0,5 ccm Blut bzw. Plasma - 
mit 2,0 com Ureaseextrakt und zwecks Erhaltung neutraler Reakti. 
mit 1,0ccm Phosphatgemisch versetzt und 15 Minuten im Wase 
bade bei 50 bis 53°C gehalten. Durch mehrfache Kontrollen üb: 
zeugten wir uns, daß sowohl die Fermentmenge wie die Digestico: 
dauer für die geringen Harnstoffmengen vollkommen ausreichten. D» 
gebildete Ammoniak wurde dann im Mikrokjeldahlapparat, wie 15 
jetzt die vereinigten Fabriken für Laboratoriumsbedarf liefern, und d- 
sich uns sehr bewährt hat, mittels Dampfdurchleitung in n/100 H.S, 
überdestilliert und mit n/100 NaOH unter Verwendung von Kongor 
oder Methylrot als Indikator bestimmt. Die Doppelanalysen, die w: 
in jedem Falle ausführten, zeigten stets gute Übereinstimmung. Außer 
dem wurde auch mehrfach das präformierte Ammoniak im Gesamt: 
blut bzw. Plasma gesondert bestimmt. 

Auf diese Weise untersuchten wir zunächst Fälle, die keine 
nennenswerten erhöhten Reststickstoff in ihrem Blute zeigten. F 
fanden sich darunter zum Teil normale zum Teil Fälle von Arthnt: 
urica, von beginnender Nephrosklerose, von leichter Nierenreizun: 
von Diabetes mellitus, von Cholelithiasis u. a. Die gefundenen Wer: 
haben wir in der folgenden Tabelle so zusammengestellt, daß aus ihnen 
der Harnstoffgehalt für das Gesamtblut und für das Plasma ersichtlid 
ist. Sodann haben wir in Rücksicht darauf, daß Gad Andresen in seiner 
Versuchen einen ganz bestimmten Verteilungsfaktor zwischen Bh! 
und Plasma gefunden hat, auch für unsere Fälle die mit Hilfe de 
Hämatokrits ermittelten Blutkörperchenmengen in Rechnung gesetz! 
daraus den Harnstoffgehalt der Blutkörperchen berechnet und ihn r 
Beziehung zum Harnstoffgehalt des Plasmas gesetzt. Von diesen Werter 
ist der durchschnittliche Wert für präformiertes Ammoniak (0.7 mg 
bereits in Abzug gebracht. 
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Tabelle I. 
| Gesamtblut | Plasma mg | Harnstoff N] Harnstoff:N| Blut: Verhältnis 
| mg Harns |HarnstoffsN| Plasma» | im Plasma | in Blut» | körperchen zwischen 
| menge pro körperchen | mg Harn» Blut» 
stoff-N pro | pro ‚enge PrO [von 100 eem | von 100 eem | stoff-N pro | körperchen-N 
$ 100 ccm 100 ccm |100 eem Blut Blut Blut 100 ccm und Plasma+N 
Körperchen 
| a | K u d PARS ME? << f:b 
1 || 1526 18,48 60 11,08 | 418 10,45 | 0,56 
2 || 17,92 22.68 57 12.92 5.0 115 | 050 
3 || 226 25,2 61 15,37 | 6,23 13,4 0,53 
4 || 18,48 22,96 60 13,77 471 | Dä 0,51 
5 || 16,24 20,72 | 70 145 | 174 12,18 | 0,50 
6 | 20,44 | 2268 75 16,8 36 | 144 | 0,88 
7 || 25,48 | 26,00 62 16,12 9,36 24,6 0,94 
8 || 24,08 24.08 63 15,17 8,91 24.08 1,0 
9 [| 21,28 | 20,72 58 | 1200 928 | 21 | 106 
10 | 203 187 | 63 | 1178 8,52 | 23,0 1,13 
11 || 24,6 22,12 63 | 13,94 10,66 | 28,8 1,3 
12 | 28,0 21,0 71 14,91 13,09 | 45,1 2,1 





Aus der Tabelle geht zunächst einmal das deutlich hervor, daß 
eine gleichmäßige Verteilung des Harnstoffs in den Blutkörperchen 
und der Blutflüssigkeit, wie Schoendorff, Bang, v. Scheel und Widal 
behaupten, keinesfalls die Regel ist. Unter den zwölf hier mitgeteilten 
Fällen — die Zahl der von uns analysierten beträgt über 20 — finden 
wir im ganzen nur drei, bei denen der Harnstoff auf Blutzellen und Blut- 
wasser gleichmäßig verteilt ist. In allen anderen Fällen weichen die 
Werte stark voneinander ab. In diesen Abweichungen ist nun aber 
auch eine Regelmäßigkeit, wie sie Gad Andresen fand, keineswegs zu 
konstatieren. Wir haben derartig große Schwankungen beobachtet, 
daß sich für eine Gesetzmäßigkeit in der Verteilung kein Anhaltspunkt 
bietet. Wenn wir die Zahlen in Tabelle I, dritte Reihe (Harnstoff 
pro 100 ccm Plasma) mit den Zahlen der siebenten Reihe (Harnstoff 
pro 100 eem Blutkörperchen) vergleichen, finden wir ganz enorme 
Differenzen. In fünf Fällen ist der Harnstoffgehalt der Blutkörperchen 
etwa nur halb so groß wie der des Plasmas, in drei Fällen dagegen 
übersteigt er ihn sogar um 30 bis 100%. Wir zweifeln keineswegs 
an der Richtigkeit der Befunde von God Andresen, aber seine ausschließ- 
lich am Tierblut gemachten Beobachtungen treffen für das normale 
menschliche Blut nicht zu. 

Nun war es doch möglich, daß bei abnormer Überladung des Blutes 
mit Harnstoff die Verteilung sich im Sinne Gad Andresens ändern 
könnte. Aber um einen sicheren Einblick hierin zu gewinnen, durfte 
man nicht so vorgehen, daß man dem Blute gelösten Harnstoff zusetzte 
und es dann auf Harnstoffverteilung untersuchte, sondern man mußte 
gleichfalls unter Bedingungen arbeiten, bei denen an dem Milieu gar 
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nichts geändert wurde. Dieser Forderung wurde am: 
wenn man das Blut von solchen Fällen untersuchte, be : 
eine starke Harnstoffüberladung sich herz usge bildet 
Fällen von beginnender und ausgesprochener Uramie. ] 
haben wir im ganzen acht analysiert. Das Blut wurk: 
Kalium oxal. aufgefangen und in der oben beschrieben 
arbeitet. Das Resultat teilen wir in folgender Tabelle 


Tabelle II. | 
nn 
' Gesamtblut | Plasma mg | HarastoffN' Hernstoff-N Bi» 

: mg Ham» | Harnstoff-N, Plasma» | im Plasma es a al | 
stoff«N pro ` pro menge Pro ¡von 100ccm | von 100 cem sto, pm = 














Fall 100 ccm ` 100 ccm 1100 ccm Blut Blut | Blut . Asa 

| | en 

` a | b | e = 
1! 476 47,6 72 34,2 1323 ` 3476 
2 184,5 200,6 76 152,5 32,00 / 1330 
3: 1240 112,5 60 67,5 56,5 I 1410 
4. 893 | 940 73 68,6 | 20,688 | 766 
5; 1624 170,8 76 129,8 32,6 1358 
6 1715 | 186,2 79 147,0 24,5 116.6 
7: 136,5 | 127,8 71 90,74 | 45,76 157,7 
8! 2150 ` 2195 74 | 1624 52,6 | 2026 


Unter den hier mitgeteilten Fällen ist Fall 1 eine ba 
Urämie, alle übrigen sind Fälle mit ausgesprochenen urämis 
scheinungen. Unter diesen befinden sich nur zwei, bei en 
Harnstoff in den Blutkörperchen die gleiche oder fast get 
zentration zeigt wie im Plasma. Bei den übrigen sind Schwus 
im gleichen Ausmaß, wie wir sie bei den normalen Fällen fe? 
haben, doch ist der Verteilungsfaktor durchschnittlich etws k 
denn der niedrigste Wert ist 0,62. Es hat sich somit auch iu 
Anreicherung des Blutes mit Harnstoff keine Konstanz in oh 
teilung gezeigt. | 

Gegen diese Untersuchungen könnte vielleicht der Einwand e 
werden, daß bei der Urämie, bei der doch neben einer Uh e 
des Blutes mit Harnstoff auch eine solche mit Salzen und versit“ 
Stoffwechselprodukten vorliegt, auch die Blutkörperchen eine 3% 
Anreicherung mit diesen Produkten erfahren, also sich nicht we 
einem normalen Zustand befinden, unsere Befunde dem # 
nicht ganz einwandfrei sind. Wenn wir auch dieses Bedenken 6 
teilen können, so sahen wir uns doch noch nach einem ander i 
wandfreien Verfahren um. Beim Menschen war nicht die Ni e 
gegeben, auf einem anderen als dem eingeschlagenen Weg die vo 
Frage zu entscheiden. Beim Tier dagegen konnte man noch au” 
Weise zum Ziele kommen. 
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T Forden,. l 
n Fälle) Vissen aus den Untersuchungen von Wohlgemuth!), daß, 
g sieh i 1 einem Hund oder einem Kaninchen den Pankreasgang 
Ee und dafür sorgt, daß das ganze Pankreassekret statt 
per "rm abzufließen, in das Blut übertritt, dann unter dem Einfluß 
i dex 3 reassekretes die Leber ihren ganzen Vorrat an Harnstoff 
i i es ster Zeit ausschüttet und verhältnismäßig große Mengen an 
| “=f ins Blut übertreten. Das geht so schnell vor sich, daß schon 
elk I) ach der Unterbindung der Harnstoffgehalt des Blutes auf das 
"zz ansteigt, aber bald darauf wieder zur Norm zurückkehrt. Diese 
reg anordnung benutzten wir für den vorliegenden Zweck und 
Maa iaten zunächst am normalen Tier (Kaninchen) die Harnstoff- 
lr “¿ng im Blut und unterbanden und durchschnitten darauf den 
Wirsungianus und ermittelten dann 2 Tage später wieder den 
=i «off im Gesamtblut und im Plasma. Wir führten diese Unter- 
~- gen an zwei Kaninchen aus. Das Resultat stellen wir in folgender 
2» zusammen: 
a Tabelle III. 
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5 oa eg 
4; 58 E = F i ke $z, 
rs = E EES Fee Z, 25 A 
a pS 28 || Eg | Ey | Së (hs: 
de SS Fo 2 EI'Z3 23 SE 24 
er st a |49| =e ES SE 2 En 
IR 2 E 2 SE EK 4 8:5 
| EZ | 52 |38| E. | Be | 285 [258 
ger D E G => 
Pr ae 
Aa | 100 
ky | a E EB) ra ee 5 
il: Versuch 1 
“= der Unterbindung . ||19,6 | 23,52] 62 | 1458 | 51 134 | 0,57 
ish der Unterbindung 
eg E AE Ae 36,5 138,7 | 70 | 271 | 106 153 [09 
u A ¡21,7 1246 | 68 | 1673 | 497 | 15,53 | 0,68 


Versuch II 

„m der Unterbindung . | 14,84 | 15,12 | 68 | 10,28 4,56 14,2 0,94 
sch der Unterbindung 

ën AAA 





329 346 |72| 24,9 8,0 28,57 | 0,82 
118,5 197 |70 | 1379 | 47 157 108 


Wir sehen auch beim Kaninchen ein durchaus schwankendes 
"erhalten der Harnstoffverteilung im Blut, mag die Harnstoffmenge 
ine normale oder anormale hohe sein. Im ersten Fall ist das Verhältnis 
„u Beginn ein sehr niedriges, steigt aber bei Überladung des Blutes 
mächtig an; im zweiten Fall ist schon beim normalen Tier der Harnstoff- 
gehalt der Blutkörperchen nur um ein Geringes niedriger als der des 





1) J. Wohlgemuth, Berl. klin. Wochenschr. 1917, Nr. 4. 


522 J. B. Cohen: 


Plasmas, geht jedoch im Gegensatz zum ersten Kaninchen zurück, 
trotz Zunahme des Blutes an Harnstoff um mehr als das Doppelte 
Unsere Befunde am Kaninchen bestätigen somit nur unsere Erfahrungen 
am Menschen. 

I. 

Im Anschluß an obige Untersuchungen haben wir auch das Ver. 
halten von einigen Körperflüssigkeiten beim Menschen bezüglich 
ihres Harnstoffgehalts geprüft, und zwar beschränkten wir uns auf die 
Analyse von Galle, Duodenalsaft und Liquor cerebrospinalis. Auf di 
Untersuchung des Speichels verzichten wir, da von ihm übereir- 
stimmende Resultate bereits vorliegen dahingehend, daß der Speich: 
fast die gleiche Harnstoffkonzentration besitzt wie das Blut, und das 
bei Ansteigen des Blutharnstoffs auch die Harnstoffmenge im Speich# 
entsprechend in die Höhe geht (Gad Andresen, Hench und Aldric. 
Landsberg). 


Galle. | 

Von der Galle des Menschen, des Rindes und Hundes war bish” 
nur bekannt, daß in ihr Harnstoff nur in Spuren vorhanden ist, währen: 
die Galle von Haifischen und Rochen Harnstoff in so großen Meng: 
enthält. daß er bei diesen Tieren einen Hauptbestandteil der Galle avs- 
macht [Hammarsten*)]. Nach den neueren Untersuchungen von Aal 
Andresen enthält die Blasengalle vom Rind sowohl wie vom Hu: 
die gleiche Harnstoffmenge wie das Blut. 

Wir hatten nun Gelegenheit, menschliche Galle von solcher 
Patienten zu analysieren, denen wegen Verschlusses des Ductus chok- 
dochus, sei es infolge eines Steines oder aus anderen Gründen eir 
Choledochusdrainage angelegt worden war. Das Material erhielten 
wir von der Abteilung des Herrn Professor Dr. Unger, dem wir auch 
an dieser Stelle unseren besten Dank aussprechen möchten. Der Gallen- 
gang war bei dem Patienten stets mittels eines T-Rohres drainier: 
so daß ein Teil der aus der Leber kommenden Galle seinen natürlicher 
Weg in den Darm, ein Teil ungehindert nach außen abfließen konnte. 
Wir haben die Galle zu verschiedenen Zeiten untersucht, nüchtern 
und nach Nahrungsaufnahme, und haben gleichzeitig im Gesamtblu' 
und im Plasma desselben Individuums den Harnstoff bestimmt. 

Zur Entfernung des störenden Farbstoffs und des Mucins ver- 
wandten wir auch hier die Eisenmethode und gelangten meist zu vol: 
kommen farblosen, wasserklaren Filtraten, wenn wir folgende Ver- 
hältnisse bei der Fällung innehielten: 5,0 ccm Galle + 12,0 ccm Aqui 
destillata + 7,0 kolloidales Eisenhydroxyd (1:10) + 1,0 cem 0,5proz. 


1) Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem., S. 406. Wiesbaden, Verlag 
von J. F. Bergmann, 1910. 


Verteilung des Harnstoffs im menschlichen Blut und Sekreten. 523 


Magnesiumsulfat. Vom Filtrat verwandten wir stets 5,0ccm, ent- 
sprechend .1,0 cem Galle, zur Analyse und verfuhren weiter wie bei 
den Blutfiltraten. Die unten angeführten Zahlen sind Mittelwerte 
aus gut übereinstimmenden Doppelanalysen, die in jedem Falle durch- 
geführt wurden. Davon sind in Abzug gebracht die Werte für prä- 
formiertes Ammoniak, das in ganz frischer Galle von derselben Größen- 
ordnung ist wie im Blut. Das Resultat stellen wir in folgender Tabelle 
zusammen: 








. Tabelle IV. 

| Gesamtblut Plasma Galle 

| mg Harnstoff-N mg, Harnstoff.N mg Harnstoff-N 

| in 100 ccm in 100 ccm in 100 ccm 

| 
Fall Eege 46,2 40,6 34,16 
Zwei Tage später . . . 48,6 43,9 40,0 

Se Ue e ge Ee Me 35,3 32,48 18,0 

Zwei Tage später . . . | 35,8 33,0 23,52 
Fall 3. „une win.“ | 36,1 40,2 28,28 
Zwei Tage später . . . | 36,68 40,8 27,86 


In allen Fállen sehen wir einen deutlichen Unterschied zwischen 
dem Harnstoffgehalt der Galle und dem des Blutes. Im Falle 1 ist die 
Differenz nicht sehr groß, hingegen in den beiden anderen Fällen sehr 
beträchtlich. Galle und Blut wurde stets in nüchternem Zustand 
entnommen. Natürlich haben wir es in allen Fällen mit Schwerkranken 
zu tun, die sich in einem sehr elenden Zustand befanden, und bei denen 
infolge längerer Stauung der Galle in der Leber eine starke Leber- 
schwellung bestanden hatte. Die erste Gallen- bzw. Blutportion, die 
wir jedesmal zur Untersuchung bekamen, stammte vom dritten bzw. 
vierten Tage nach der Operation. Daß da von einer ganz normalen 
Gallensekretion noch keine Rede sein konnte, ist klar. Meist wurde 
diesen Patienten bereits 7 Tage nach der Operation das Drainrohr aus 
dem Ductus choledochus entfernt, so daß an einem späteren Termin 
die Untersuchung der Galle leider nicht mehr möglich war. Immerhin 
kann man doch wohl auch aus diesen Untersuchungen schließen, daß 
in der Norm die Galle einen wesentlich geringeren Gehalt an Harnstoff 
hat als das Blut. In Fall 1 und 2 sehen wir übrigens, daß der 
Harnstoffgehalt des Gesamtblutes größer ist als der des Plasmas; das 
besagt, daß hier die Blutkörperchen mehr Harnstoff enthalten als das 
Blutplasma. | 

Wir haben dann noch verschiedentlich den Einfluß der Nahrung 
auf die Harnstoffkonzentration in der Galle geprüft und die Galle 
nüchtern und nach dem Genuß von 200 ccm Milch analysiert. Dabei 
zeigte sich jedesmal eine mehr oder weniger deutliche Abnahme der 
Harnstoffw&rte. Ich teile drei Versuche mit: 
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Tabelle V. 
u ` d Galle mg %o _ HarnstoffzN e mg ib Bess, 
t nüchtern ps com Mé: 
A ett deeg see a = a ee Tr Fass a E 
Versuch 1 ........ ' 18,06 | 15,54 
an 2 e e è ne ò> e sw || 28,28 j -22,82 
EE | 27 86 20.36 


Dieses Resultat kam uns eigentlich überraschend. Denn y 
hatten erwartet, daß nach dem Genuß von Milch, der doch jedeníal 
mit einer stärkeren Harnstoffbildung in der Leber einhergeht. ax 
in der Galle die Harnstoffmenge ansteigen würde. Aber gerade d 
Gegenteil traf zu. Offenbar ändert die Leberzelle bei verstärkt 
Tätigkeit zunächst ihre Sekretionsrichtung, um in der Zeit der Bd 
nach beiden Abflußrichtungen wieder annähernd gleiche Mengen a 
zugeben. 


Duodenalsatt. 

Unter dem Duodenalsaft versteht man das Gemisch von Gal 
Pankreassaft und Darmsaft, das sich im Duodenum ansammelt, u 
das man mit Hilfe der Einhornschen Sonde jederzeit bequem enang 
kann. Um Beimengungen von Magensaft bzw. Mageninhalt zu w 
meiden, verwandten wir zu unseren Analysen nur solchen Duodenalst 
der nüchtern von Patienten gewonnen wurde. Sämtliches Maten. 
stammte von der Abteilung des Herrn Geheimrat Prof. Dr. Kuiu 
und wurde uns in der entgegenkommendsten Weise von Herrn Obert 
Dr. /saac-Krieger beschafft; beiden Herren sagen wir auch an diw 
Stelle unseren verbindlichsten Dank. 

Der Duodenalsaft wurde stets frisch verarbeitet. Dabei vo 
so vorgegangen, daß 5,0ccm Dwuodenalinhalt zunächst in 10.0 
Aqua destillata eingetragen und ganz kurz erhitzt wurden; dant 
wurden 3,0 ccm kolloidales Eisen (1:5) und 1,0 ccm 0,5 proz. Magnesu» 
sulfatlösung zugegeben und mit Wasser auf 25 ccm aufgefüllt. Ve 
dem stets farblosen und wasserklaren Filtrat wurden immer 5008 
= Leem Duodenalsaft zur Analyse verwandt. Natürlich wunda 
hier ebenso wie in den früheren Versuchen stets Doppelanalysen at 
geführt und gleichzeitig das nüchtern entnommene Blut des betreffenda 
Patienten untersucht. Da das Resultat stets das gleiche war, teš 
ich aus meinen zahlreichen Protokollen nur drei Versuche mit. MR 
sämtlichen Werten ist die Zahl für práformiertes Ammoniak - 4 
beträgt pro 100 ccm frischen Duodenalsaft im Durchschnitt 0,9 mg - 
bereits in Abzug gebracht. 

In sämtlichen Fällen sehen wir, daß der Harnstoffgehalt A 
Duodenalinhalts hinter dem des Blutes wesentlich zurückbleibt. Darw 
würde nun nicht ohne weiteres folgen, daß auch der Pankreas’ 
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Tabelle VI. 





| Gesamtblut mg Harn. H Plasma mg Harnstoff-N | Duodenalsaft mg Harn- 

















stoff "pro 100 ccm pro 100 com stoff-N pro 100 ccm 
all l. 29,41 26,04 14,14 
S 24,64 25,12 17,64 
S 23,24 24.64 8,54 


nd ge Dormeatt weniger Harnstoff enthalten als das Blut. Denn 
ıan konnte ja daran denken, daß die Harnstoffmenge deshalb so gering 
rar, weil der Duodenalinhalt zum überwiegenden Teil aus Galle be- 
tand, daß der Anteil an Pankreassaft und Darmsaft verschwindend 
lein war und infolge ihres kleinen Anteils das Endresultat nicht 
resentlich beeinflußt werden konnte. Zu entscheiden war die Frage 
‚m Menschen nur dann, wenn man einen Duodenalinhalt zur Unter- 
uchung bekam, der vollkommen frei von Galle war. Einen solchen 
aben wir im Falle 3 vor uns. Bei diesem Patienten handelte es sich 
ım einen kompletten Verschluß des Ductus choledochus; denn der 
Duodenalinhalt war vollkommen farblos und zeigte auch mit dem 
Diazoreagens keine Spur einer Bilirubinreaktion. Wir haben es 
nier also ausschließlich mit einem Gemisch von Pankreassaft und 
Darmsaft, in der Hauptsache aber mit Pankreassaft zu tun. Dem 
antsprach auch der Fermentgehalt; denn die quantitative Bestimmung 
der Diastase, des Trypsins und der Lipase ergab durchaus normale 
Werte. Der Fall 3 beweist somit einwandsfrei, daß auch der Pankreas- 
saft und der Darmsaft weniger Harnstoff enthalten als das Blut. 


Liquor cerebrospinalis. 

Die Cerebrospinalflüssigkeit, die wir untersuchten, stammte in 
allen drei Fällen von Luetikern mit positivem Wassermann. Die Unter- 
suchung nahmen wir so vor, daß wir die vollkommen wasserklare, 
blutfreie Flüssigkeit ohne jede Vorbehandlung zur Analyse verwandten. 
Und zwar benutzten wir zu jedem Versuch 2,0ccm und ließen auf 
sie unsere Ureaselösung in Gegenwart eines Phosphatgemisches als 
Regulator zwecks Erhaltung neutraler Reaktion einwirken. Gleich- 
zeitig wurde auch im Gesamtblut und im Blutplasma der Harnstoff- 
gehalt quantitativ bestimmt. Von den untenstehenden Werten ist 
auch hier der Durchschnittswert für präformiertes Ammoniak — 0,5 mg 
pro 100 ccm — in Abzug gebracht. Das Resultat war folgendes: 


























Tabelle VII. 
l jr | Plasma n mg HarnstoffN Liquor mg Harmstoff-N 
stoff-N pro 100 ccm S Mo. 100 ccm ` _ pro 100 e ccm 
Fall.... | 22,85 | 18,55 Ml 16,52 
A AA 28,31 | 30,24 17,08 


deren 17,63 22,72 12,32 
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Auch hier sehen wir in zwei Fällen eine erhebliche Differenz 
zwischen dem Harnstoffgehalt des Blutes und dem des Liquor, nur 
im ersten Falle kommen sich die Zahlen recht nahe. 

Zusammenfassend hat sich also ergeben, daß die Verteilung de: 
Harnstoffs im menschlichen Blut keinen bestimmten Gesetzmäßig- 
keiten unterliegt. Die Zahlen sind außerordentlich schwankend. 
In der Mehrzahl der Fälle ist das Plasma reicher an Harnstoff als di 
Blutkörperchen, bisweilen enthalten beide gleich viel Harnstoff, mit- 
unter aber ist auch das Verhältnis gerade umgekehrt. Dabei spielt 
die Höhe des Harnstoffspiegels im Blut keine Rolle. Denn wir haben 
in Fällen mit normalem Harnstoffgehalt die gleichen Schwankungen 
beobachtet wie in solchen mit exorbitant hohen Harnstoffmengen. 
nur daß bei letzteren der Verteilungsfaktor durchschnittlich höher 
ist als im normalen Blut. Die von uns untersuchten Sekrete Gall. 
Pankreassaft, Darmsaft und Liquor enthalten sämtlich weniger Ham- 
stoff als das Blut. Bei der Galle besonders hat sich gezeigt, dal 
nach Nahrungsaufnahme der Gehalt an Harnstoff noch unter den 
Nüchternwert heruntergeht. 


Uber Zwischenprodukte des bakteriellen Abbaues von Cellulose. 


Von 


Car] Neuberg und Reinhold Cohn. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fúr experimentelle Therapie und Bio- 
chemie in Berlin-Dahlem.) 


Die unablässig an der festen Erdoberfläche sowie in den Gewässern 
tätige Assimilation schafft gewaltige Mengen organischer Substanz 
durch Umformung der im Chlorophyllapparate zerlegten Kohlen- 
säure. Nach einer Berechnung, die H. Schroeder!) angestellt hat, 
werden im Mittel 35 Billionen Kilogramm organisches Material pro 
Jahr erzeugt. Der überwiegende Teil dieser gewaltigen Stoffmenge 
besteht aus dem hochmolekularen Polysaccharid Cellulose. Das be- 
kannte Wechselspiel zwischen Assimilation und Dissimilation sorgt 
dafür, dal Aero- und Hydrosphäre an Kohlendioxyd nicht verarmen, 
d. h. mit anderen Worten, daß durch Verbrennungsprozesse irgend- 
welcher Art die von den lebenden Wesen gebundene Kohlensäure 
in das 'Reich der anorganischen Natur zurückkehrt. Wohl trifft 
man unter besonderen Bedingungen erheblichere Anhäufungen von 
organischer Substanz auf Erden an, als deren bekannteste Beispiele 
die Kohlenläger, die Torfmoore und die Fundstätten des Petroleums 
zu bezeichnen sind. Die in dieser Gestalt vorübergehend dem Kreislaufe 
entzogenen kohlenstoffhaltigen Verbindungen werden durch die ein- 
greifende Tätigkeit des Menschen in beschleunigtem Maße letzten Endes 
wieder in Kohlendioxyd übergeführt. Die Quantitäten, um die es sich 
hier handelt, sind im Vergleich zu denen, die durch fortlaufende Assimi- 
lationsleistung geschaffen und durch ununterbrochene Abbauprozesse 
wieder dem Mineralreich zurückerstattet werden, verschwindend, und 
dabei ist in Betracht zu ziehen, daß die Speicherung jener erwähnten 
Kohlenstoffschätze wenigstens teilweise durch den einstmals stärkeren 
Gehalt des Luftmeeres an Kohlensäure ermöglicht sein dürfte. Wenn 
heute, abgesehen von einem durch Kohlendioxydbindung an Basen, 


1) H. Schroeder, ,,Naturwissenschaften'*' 7, 27, 1919. 
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insbesondere an Kalk und Magnesia, also durch Gesteinsbildung te- 
dingten Verluste, im wesentlichen ein Gleichgewicht zwischen Ver. 
brauch und Abgabe von CO, herrscht, und wenn man außerden 
bedenkt, daß das Hauptdepot der Kohlensäureassimilate aus Cellule 
und nah verwandten Kohlenhydraten besteht, so gelangt man zu der ` 
Überzeugung, daß die Umsetzung der Cellulose im Haushalte der Natur ` 
einen der allerbedeutungsvollsten Vorgänge darstellt. 

Bisher haben wir keinen Anhaltspunkt dafür, daß Tiere und höher 
entwickelte Pflanzen die aufgenommene Cellulose unmittelbar zu ver. 
werten, abzubauen und zu oxydieren vermögen. Mit Ausnahme der 
seltenen und noch nicht hinreichend erforschten Fälle, in denen einic: 
wirbellose Tiere über ein Cellulose!) lösendes Ferment, über eir: 
Cellulase, verfügen sollen, erfolgt unzweifelhaft in ganz überwiegende: 
Maße die Umwandlung der Cellulose in der Natur unter Mithilfe der 
Mikroben. Sie sind es, die mit dem wechselnden Chemismus, der dez. 
einzelnen Arten eigen ist, ihre aus Cellulose hervorgegangenen Stoff. 
wechselprodukte der Pflanze wie dem Tiere zur Verwertung zubereiten. 
Somit ist in praxi jede biologische Ausnutzung der Cellulose letzte: 
Endes eine mittelbare und zuwege gebracht durch die Tätigkeit vw. ` 
Kleinlebewesen. 

Nach den Angaben?) von Lafar, Emmerling, Pringsheim sowie Lan 
well und Lloyd Hind kann man sieben Gruppen von Mikroorganisme. 
unterscheiden, die eine Aufspaltung des Zellstoffes bewirken. 

l. Mit am längsten bekannt ist die Zerstörung der Cellulose durch Fader- 
pilze, namentlich vom Typus des Holzschwammes, zu dem wir die Arten 
Polyporus und Merulius zählen. Nach einer Entdeckung von van Itersr 
gedeihen diese Erreger nicht nur auf Baumteilen, sondern auch auf isoliertem 
Zellstoff. Soweit bekannt ist, besteht der Celluloseverbrauch durch diese 
mycelbildenden Pilze in einer Oxydation, welche die Produkte einer voll- 
kommenen Verbrennung liefert. 

Von ganz anderer Größenordnung ist die Zersetzung der Cellulo= 
durch Bakterien. Hier hat man folgende voneinander abweichende Vor- 
gánge festgestellt. 

2. Bakterieller Angriff der Cellulose unter aeroben Bedingungen. Während 
Filtrierpapier bei der sauren Reaktion von Monophosphat der erwähnte 
Zerlegung durch Schimmelpilze anheimfallen kann, wird es nach Befunden. 
die gleichfalls van Iterson erhoben hat, bei der schwach alkalischen Reaktion 


1) Vermutlich handelt es sich hier nicht um echten Zellstoff, sondern 
um Hemicellulosen. Für die Celluloseverdauung, die im Magen-Darmkana! 
der landwirtschaftlichen Nutztiere erfolgt, hat A. Scheunert (H. 48, ?. 
1906) den bakteriellen Weg mit Sicherheit bewiesen. Vgl. auch A. Bopi, 
Chem. Centr. 1919, III, 830. | 

2) F. Lafar, Handbuch der technischen Mykologie, III, Jena, 1904;06: 
O. Emmerling, Die Zersetzung stickstofffreier organischer Substanzen 
durch Bakterien, Braunschweig 1902; H. Pringsheim, Die Polysaccharide, 
Berlin 1923; A. Langwell und H. Lloyd Hind, Wochenschr. f. Brauerei #. 
123, 1923. — Auf diese Schriften sei als Literaturquelle verwiesen. 
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sekundären Alkaliphosphates durch eine Anzahl Sauerstoff zehrender Bak- 
terien verändert; die Cellulose geht dabei anscheinend ohne Gasentbindung 
in rötlich oder gelb gefärbte schleimige Substanzen über. Weder der Che- 
mismus dieser Reaktion noch die Morphologie der dabei in Betracht 
kommenden Bakterien ist bislang geklärt. 

Etwas mehr unterrichtet sind wir über den Zerfall der Cellulose, der 
bei Luftabschluß in gewaltigem Umfange erfolgt. 

3. Abbau der Cellulose durch Wasserstoff erzeugende Erreger. Omelianski 
hat gezeigt, daß die am Boden ruhender oder wenig bewegter Gewässer 
vor sich gehende und die allbekannte Erscheinung der Sumpfgasbildung 
bewirkende bakterielle Zersetzung von Cellulose nicht einheitlicher Natur 
ist; nebeneinander sind Mikroorganismen vorhanden, die außer Kohlensäure 
an gasförmigen Produkten teils Wasserstoff, teils Methan hervorbringen. 
Erhitzt man das Impfmaterial (Grabenmoder) während 10 Minuten auf 
etwa 80% so werden die empfindlicheren Methan bildenden Bazillen 
abgetötet oder abgeschwächt, und durch mehrfache Wiederholung dieser 
Behandlung erlangt man Kulturen, die lediglich Wasserstoffgärung herbei- 
führen, ohne daß allerdings die Reinzüchtung dieser Mikrobengruppen 
bis jetzt mit Sicherheit geglückt wäre. Als Produkte der Cellulosezersetzung 
durch die Wasserstoff bildenden Erreger hat Omelianski beispielsweise 
0,4% Wasserstoff, 29%, Kohlensäure und 67% flüchtige Fettsäuren nach- 
gewiesen. Eine solche Spaltung der Cellulose gelingt auch mit Filtrier- 
papier oder Watte innerhalb eines viertel bis halben Jahres, wenn man 
durch Zugabe von kohlensaurem Kalk die schädliche Wirkung entstehender 
freier Säure aufhebt. 

Wie erwähnt, geht mit dieser Form des Zellstoffabbaus in der Natur 
4. die Spaltung durch Methanbakterien einher. Durch wiederholte Über- 
tragung der Erreger ist man imstande, die Wasserstoff in Freiheit setzenden 
Kleinlebewesen auszuschließen und vornehmlich die Grubengas bildenden 
Organismen anzureichern. Bei Luftabschluß erzeugen sie aus der Cellulose 
neben Methan auch Kohlendioxyd und gleichfalls Fettsäuren, die wie bei 
der Wasserstoffgárung hauptsächlich aus Buttersáure und ihren niederen 
Homologen bestehen. Methangärung läßt sich mit Filtrierpapier erzielen. 
aber sie erfordert gleichfalls eine längere Zeitspanne, bevor die Cellulose 
gänzlicher oder angenähert vollständiger Auflösung anheimfällt. 

‚Als eine Abart erscheint 5. die Spaltung der Cellulose bei gleichzeitiger 
Reduktion von Nitraten. Der bei der Denitrifikation abgegebene Sauerstoff 
kann von den Bakterien zu einer Art Verbrennung des Zellstoffes ver- 
braucht werden. Die Erreger kommen an denselben Orten vor, wie die 
erwähnten Wasserstoff und Methan liefernden Mikroben, in der Acker- 
krume oder im Flußschlamm. Sie scheinen wegen der reichlichen Menge 
im naszierenden Zustande zur Verfügung stehenden Sauerstoffs vorwiegend 
die Oxydationsprodukte des Stoffwechsels, Wasser und Kohlensäure, 
zu liefern. Durch den Vorgang der Denitrifikation tritt die Cellulose- 
zersetzung in nahe Beziehung zu den Problemen des Stickstoffhaushalts. 
Da lösliche Kohlenhydrate oder andere geeignete organische Stoffe 
im Erdreich nur in erheblicher Verdünnung vorhanden sind, so kommt 
es dazu, daß die Cellulose, die massenhaft und in hoher Dichte im Boden 
- zugegen ist, als Energie spendendes Material für die denitrifizierenden 
Mikroorganismen dient. 

Die beiden erwähnten wichtigsten Arten der bakteriellen Cellulose- 
spaltung, die Wasserstoff- und Methangärung, besitzen unverkennbar 
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Ahnlichkeit mit der Buttersáure- wie mit der Essigsáuregárung, bei der 
jedenfalls auch Fettsáuren neben freiem Wasserstoff auftreten. Bei Unter. 
suchungen über die Erscheinungen der saccharogenen Buttersäurebildun; 
haben C. Neuberg und B. Arinstein!) darauf?) hingewiesen, daß mög- 
licherweise der auf diesem oder ähnlichem Wege entstehende Gärung:- 
wasserstoff auch mit dem Prozeß der biologischen Stickstoffassimilatich 
im Zusammenhang stehen könne, indem hier der aktive \Wassersto 
nach Art einer Haber-Synthese eine Reduktion des Stickstoffs zu Ammoniak 
bewirken könne. Tatsächlich haben 4. Koch, Litzendorff, Krull und Aires? 
sowie H. Pringsheim*) gezeigt, daß die von der Cellulose ausgehende B- 
günstigung der Nitratzersetzung und somit der Stickstoffverluste in da: 
Gegenteil verwandelt werden kann, wenn durch geeignete Ansiedelun; 
Stickstoff fesselnder Bakterien, wie sie im Stallmist vorhanden sind, Gelee: 
heit geboten wird, den Energiereichtum der Cellulose auszunutzen, un. 
Pringsheim führt an, daß in Anwesenheit solcher stickstoffbindender Klein. 
lebewesen, die bei den gewöhnlichen Gärungen der Cellulose erfolgend: 


Entstehung von Fettsäuren außerordentlich zurückgedrängt wird; offenbar ` 


wird das kohlenstoffhaltige Gut in irgend einer Weise an der Fixation dr 
Stickstoffs beteiligt. 

6. Recht energisch verläuft die Auflösung von Cellulose durch Therm: 
phile, deren optimale Lebensbedingungen bei 55 bis 60° liegen. Verwende 
man als Impfmaterial Bakterien aus den Exkrementen des Rindes ade 
Pferdes, so kann man in etwa ebensoviel Tagen die Zerlegung der Cellules 


erreichen, wie bei den Vergärungen mit Hilfe der gewöhnlichen Wasserstoli. ` 


und Methanbakterien Wochen erforderlich sind. Als Produkte der thermo- 
philen Cellulosezersetzung werden Kohlensäure, Wasserstoff und Gruben: 
sowie wiederum Fettsäuren angegeben, unter denen aber keine Butter 
säure, sondern hauptsächlich Essigsäure und Ameisensäure vorhanden 1. 

7. Ganz neuerdings ist ein anscheinend bislang übersehener thern:- 
philer Bazillus durch die erwähnte, bisher nur im Referat zugänglich 
Arbeit von Langwel und Lloyd Hind bekannt geworden. Er dürfte di 
allergrößte Bedeutung erlangen. Die optimale Temperatur für die Eni- 
wicklung und Leistung des Erregers liegt bei 65%; bei dieser Temperatw 


vergärt der Zellstoff glatt in 4 Tagen, während er bei 27° dazu sehr ve! 


mehr Zeit benötigt. Er liefert, anscheinend in wechselnden Mengentrr- 
hältnissen, Alkohol, Essigsäure, Milchsäure, Wasserstoff und Methaz 
Diese Form der Cellulosespaltung erinnert mehr an die Vorgänge, die sie! 
bei dem Abbau von Zucker durch Bact. coli oder lactis aerogenes abspielen: 
ein Teil der Essigsäure wird dann wohl zu Methan decarboxyliert (vel. 
S. 531). Das erwähnte Bakterium gedeiht auf rein mineralischen Náhrbódes 
und scheint auch in Reinkultur isolierbar zu sein. 


Welches auch die Produkte des Zellstoffabbaues durch die Cellule 
spaltenden Organismen im einzelnen sein mögen, sie können keineswez 
aus der Cellulose unmittelbar hervorgehen, so wenig wie etwa bei der 


1) C. Neuberg und B. Arinstein, diese Zeitschr. 117, 269, 1921; C. Neu- 
berg, Festschr. d. Kaiser-Wilhelm-Ges. 1921, S. 170. 

2) Siehe auch H. Wieland, Ber. 55, 3648, 1922. 

3) A. Koch, J. Litzendorff, F. Krull und A. Alves, Chem. Centralbl 
1908, I, 180. 

4) H. Pringsheim, ebendaselbst 1909, II, 231; 1910, I, 856. 
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alkoholischen Zuckerspaltung Kohlensáure und Sprit einfach durch 
einen Einsturz des Kohlenhydratmoleküls entstehen. Im besonderen 
Falle der Cellulose ist es in bezug auf die Frage nach Zwischen- 
gliedern vorerst von untergeordnetem Belange, ob die anzunehmende 
Aufspaltung des Polysaccharids zum Traubenzucker oder größeren 
Molekülverbänden desselben, wie etwa zu Cellobiose oder zu Anhydro- 
zuckern, führt; denn es bietet der Vorstellung keine Schwierigkeiten, 
daß Gebilde höherer Ordnung, sei es durch Wasseraufnahme, sei es 
durch Hydrolyse, schließlich von den Mikroorganismen über die Stufe 
des Monosaccharids abgebaut werden. Ebenso wie bei der geistigen 
Gärung und wie bei der Butylgärung handelt es sich in letzter Linie 
bei der Cellulosezersetzung um Kohlenstoffkettenzerreißung. Bei 
der wesentlichen Bedeutung, welche die Celluloseauflösung, wie aus- 
einandergesetzt ist, für den Stoffumsatz in der Natur besitzt, und 
in Rücksicht auf das gewaltige Ausmaß, in dem sie erfolgen muß, 
ist ein Einblick in die erwähnten Vorgänge von unverkennbarer Wichtig- 
keit. Hoppe-Seyler, auf dessen grundlegende Arbeiten wie auf die 
Befunde älterer Autoren hier verwiesen sei, hat niemals einen Anhalts- 
punkt für das Auftreten irgendwelcher intermediärer Produkte zu kon- 
statieren vermocht?); trotzdem müssen solche vorhanden sein. Fett- 
säuren können sicherlich nicht in einfacher Weise aus einem komplexen 
Kohlenhydratmolekül hervorgehen, und wenn auch für die Methan- 
gárung die Formulierung (Ce Hee + H0 = 3C0, + 3CH,) auf- 
gestellt worden ist?), so muß doch durchaus in Betracht gezogen werden, 
daß das Methan gar nicht nach dieser, den Vorgang nicht erklärenden 
Gleichung, sondern durch Dekarboxylierung intermediär erzeugter 
Essigsäure?) entsteht, wofür chemische und auch physiologische Ana- 
logien vorhanden sind, besonders nach Auffindung der Carboxylase, 
des CO, ablösenden Ferments. 

Die Methoden, die uns zur Erfassung von Zwischenstufen der 
Kohlenhydratspaltung zur Verfügung stehen, sind die Abfangverfahren. 
Bei ihnen werden durch die Fixierung sonst flüchtig durcheilter Durch- 
gangsgebilde Teilreaktionen festgehalten und damit offenbar. 

Bewährt haben sich bisher bei der Erforschung der Pilz- und 
Bakteriengárungen zwei verschiedene Abfangverfahren, die Sulfit- 
und die Dimedonmethode. Die Leistung beider Verfahren besteht darin, 
daß sie den als bedeutsam für viele Abbauvorgänge erkannten Acet- 
aldehyd aus der Reaktionsfolge weiterer Umsetzungen ausschalten, 
indem sie ihn in Form eines Additions- bzw. Kondensationsproduktes 
fesseln. Beide Verfahren unterscheiden sich nicht nur in chemischer 


1) H. 21, L, 1895/96. 
2) H. 10, 422, 1886. 
Biochemische Zeitschrift Band 139. 35 
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Hinsicht, sondern auch in ihrer biologischen Anwendbarkeit. Di: 
sekundären schwefligsauren Salze sind für Organismen vom Charakter 
der Hefen und anderer Pilze verhältnismäßig wenig giftig, weil vielleicht 
die neutralen Salze nicht in die lebende Zelle eindringen. Umgekehr 
ist das Dimedon (Dimethylhydroresorcin) ein lipoidlöslicher Stoff 
und daher wohl befähigt, in tiefere Schichten der Lebewesen zu ge. 
langen. Das bedingt unter Umständen größere Toxizität, aber ermör- 
licht es, dies Abfangmittel an Orte des Geschehens zu bringen, di 
für schwefligsaure Salze nicht erreichbar sind. Im Wesen der erwähnten 
beiden Abfangmittel liegt es, daß ihre Vereinigung mit der labilen 
Zwischenstufe zu keiner absolut beständigen Verbindung führt, dat 
vielmehr die betreffenden Reaktionsprodukte einer Dissoziation unter- 
liegen können, die abhängig ist von der Konzentration, der Temperatur 
und von sonstigen, die Gleichgewichtslage bestimmenden Bedingungen. 


Noch ein anderer Umstand mußte sich besonders bemerkbar mache: 


bei Umsetzungen, die wie die Cellulosevergärung einen langsam 
Verlauf nehmen. Schon bei den bakteriellen Vergärungen löslich: 
Kohlenhydrate hatten nämlich C. Neuberg, F. F. Nord und B. Arinsten 
wiederholt erfahren, wie die Menge des in Gestalt von Sulfitaggrega: 


angehäuften Zwischengebildes Acetaldehyd beim Stehen wieder ab ` 


nahm!), da vermutlich der durch Dissoziation frei werdende Aldehrd- 
bestandteil nachträglichen Umformungen unterworfen wird. Trotz dest 
so ungünstig liegenden Verhältnisse, deren Widrigkeit durch die ar- 
geführte, Monate betragende Zersetzungsdauer des Zellstoffs gesteiger: 
wird, ist es uns möglich gewesen, sowohl bei der Wasserstoffgärung als bs: 
der Methangärung der Cellulose das Auftreten von Acetaldehyd festzustelles 


und damit den Beweis zu erbringen, daß auch hier diese Substanz di ` 
Zwischenglied zu betrachten ist, genau wie bei den Pilz- oder Bakterien- ` 


gärungen niederer Zuckerarten. Da es sich darum handelte, überhaupt 
die Rolle des Acetaldehyds im Verlaufe der Cellulosespaltung nachzu- 
weisen, und andererseits bekannt ist, daß in Mischkulturen die Aui- 
lösung des Substrates viel schneller von statten geht, als bei weit- 
getriebener bakterieller Auslese, so haben wir uns bei unsekt 
quantitativen Bestimmungen darauf beschränkt, mit Cellulose zer- 
setzenden Bakteriengemengen zu arbeiten, zumal ja sichere Reinkultur: 
bis jetzt noch nicht vorliegen oder nur schwierig zu gewinnen sind 

Bei Ansätzen mit den gewöhnlichen Erregern der gemischten 
Wasserstoff- und Methangärung wurde erfolgreich das Sulfitverfahrn 
angewendet, und zwar gelang die Vergárung in Gegenwart vg 
festem sekundärem schwefligsaurem Calcium, während sie bei Heran- 
1) C. Neuberg und F. F. Nord, diese Zeitschr. 96, 160, 1919; C. Neuberg 


und B. Arinstein, ebondaselbst 117, 273, 293, 1921; vgl. auch C. Neuber? 
und Cl. Cohen, diese Zeitschrift 122, 212, 1921. 
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ziehung des löslichen Dinatriumsulfits fast ausblieb oder sehr geschädigt 
wurde. Mit Calciumsulfit als Anfangsmittel wurden 2,3 % der umgesetzten 
Cellulose an Acetaldehyd isoliert, also eine beweisende und unter den 
obwaltenden schwierigen Bedingungen befriedigende Quantität. Etwa 
ebenso waren die Erträge nach der Dimedonmethode. Die Ausbeuten 
sind in Wirklichkeit höher zu veranschlagen, da die den Acetaldehyd 
fixierenden Zusätze erst nach Beginn einer kräftigen Gärung gemacht 
werden können; somit ist das gefundene Aldehydquantum tatsächlich 
aus einer geringeren Zellstoffmenge hervorgegangen. 

Auch bei der Zerlegung der Cellulose durch thermophile Bakterien 
wurde Acetaldehyd als Durchgangsstufe festgestellt. Hier war nur das 
Dimedonverfahren brauchbar; offenbar ist bei der hohen Temperatur 
von 60° schwefligsaures Salz bereits so schädlich, daß die Gärung nicht 
ordentlich in Gang kommt, andererseits mag auch die starke Disso- 
ziation des Sulfitkomplexes bei stärkeren Wärmegraden eine Rolle 
spielen. Mit Dimedon, das allerdings nur bei allmählicher Zugabe 
in kleinen Mengen von den gärenden Thermophilen ertragen wird, 
wurden 0,83%, Acetaldehyd, berechnet auf die verschwundene Menge 
Filtrierpapier, abgefangen. Hinsichtlich der Ausbeute gilt in ver- 
stärktem Maße das oben Gesagte. 

Wir sind geneigt, den Acetaldehyd als Spaltungsprodukt inter- 
mediär auftretender Brenztraubensäure zu betrachten. Ob sie als 
Muttersubstanz der Buttersäure gelten kann, steht noch nicht fest; 
orientierende Experimente sprechen dafür, daß diese Säure aus 
Pyruvinaten durch Erreger der Cellulosegärung neben anderen Pro- 
dukten gebildet wird!). 

Nach den Untersuchungen von Bergmann, Padala Hess, 
Herzog, Irvine, Karrer, Pictet, Pringsheim u. a. über den Bau des 
Cellulosemoleküls ist anzunehmen, daß der eigentlichen Kohlenstoff- 
kettenzerreißung hydrolytische oder ähnliche spaltende Prozesse voran- 
gehen, daß also aus dem Zellstoff jeweils kleine Mengen von Trauben- 
zucker, Cellobiose oder niederen Anhydriden entstehen. Das legte den 
Gedanken nahe, auch Abbauprodukte von Cellulose der Einwirkung 
der Cellulose vergärenden Bakterien auszusetzen. Wir wählten hierfür 
den Traubenzucker, die Cellobiose und das Bioseanhydrid, das von 
K. Hess?) entdeckt und uns in liebenswürdiger Weise für diese Ver- 
suche zur Verfügung gestellt worden ist. Zwar findet sich in der 
Literatur die Angabe, daß Glucose von den eigentlichen Cellulose ver- 
zehrenden Bakterien verschont werde; bei den von uns verwendetem 
Gemisch von thermophilen Erregern sowie von denen der Wasserstoff- 


1) Vgl. C. Neuberg und J. Jamakawa, diese Zeitschrift, 67, 94, 1914. 
2) K. Hess, Ber. 54, 2867, 1921. 
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und Methangárung wurde sie jedenfalls zerlegt, und zwar gleichfall | 


unter Bildung von Acetaldehyd. Dasselbe gilt für die Cellobios 
während bei der Hessschen Substanz kein positives Ergebnis zu ver. 
zeichnen war. Dieses Bioseanhydrid wurde jedoch vom Bacil: 
butylicus-Fitz, wenn auch ziemlich träge, angegriffen; dabei lieferte +: 
bis 4,1% an Acetaldehyd. Die erwähnte Ähnlichkeit zwischen de: 
Cellulosegárung und der Buttersäuregärung hat uns zur Anstellur;: 
dieser Versuche bewogen sowie weiterhin zu einem Studium de, 
Verhaltens der Cellobiose zu dem genannten Buttersäurebakteriur: 
Im Gegensatze zur Cellulose selbst wird auch die Cellobiose vor 
Bacillus butylicus vergoren, und zwar nicht viel langsamer a 
Traubenzucker; sie ergab Buttersáure und in Abfangversuchen Ac. 
aldehyd. 


Bei der Prüfung stellte sich heraus, daß neben dem Acetaldehyd nat 


ein anderer Carbonylkörper vorhanden sein kann, der bei Wasserdamr' 
destillation unter vermindertem Druck nicht überging, sondern im Rücd: 
stande verblieb, in der Kälte Fehlingsche Lösung reduzierte und sich dur“ 
einen besonderen, später näher beschriebenen Ausfall der Nitroprussid 
natriumreaktion verriet. Er ist bisher nicht in reinem Zustande abgeschiede:. 


doch dürfte er nach seinem ganzen Verhalten in die Gruppe der Oxyaldehrd ` 





oder wahrscheinlicher in die der Oxyketone bzw. der Carbonylsáuren + 


hören. Das gewöhnliche Acetoin (Acetyl-methyl-carbinol), das durch eir 
karboligatische Reaktion!) aus dem Acetaldehyd bzw. seiner Vorsti: 
hervorgegangen sein könnte, liegt nicht vor; denn Acetoin ist im Vakıu: 
mit Wasserdämpfen flüchtig. Eine biologische Verwandtschaft bestet 
vielleicht in der Entstehungsweise jenes Körpers mit der Bildungur 
des einfachsten Acyloins insofern, als er bei längerem Verweilen de: 
Ansätze im Brutschrank auftrat unter gleichzeitiger Abnahme an abz- 
fangenem Acetaldehyd. Die Nitroprussidnatriumprobe wurde auch r 
Gáransátzen von Traubenzucker mit dem Bacillus butylicus konstatien, 
so daß der neue Körper nicht vereinzelt bei der Vergärung allein von Cel- 
biose zu entstehen scheint. 


Als hauptsächliches Ergebnis ist folgendes anzuführen. Die Ver 
gärung der Cellulose durch die Wasserstoff und Methan bildende: 
Bakterien sowie durch die thermophilen Erreger geht nach Art einer 
Buttersäure- bzw. Essigsäuregärung vor sich; es ist gelungen, trotz d:t 
nicht unerheblichen experimentellen Schwierigkeiten als eine Zwischen- 
stufe beim Cellulosezerfall Acetaldehyd mit Hilfe der beiden Abfarz- 
methoden zu fassen und in Gestalt einwandfreier Derivate nachzuweisen 
Auch Spaltungsprodukte des Zellstoffs, Glucose und Cellobiose, känner 
von Cellulose lösenden Bakterien angegriffen und unter Bildung vo 
Acetaldehyd abgebaut werden. 


1) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282, 1921; 128, 6% 


1922; J. Hirsch, ebendaselbst 181, 178, 1922. 
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A. Vergärung der Cellulose bei 37°. 


Als Ausgangsmaterial für alle Versuche über die Vergärung der 
Cellulose diente feingeschnittenes Filtrierpapier, das in trockenem 
Zustande zur Wägung kam. Da der biochemische Vorgang nicht durch- 
aus anaerob verläuft, befanden sich die Ansätze teils in langhalsigen 
Kochflaschen, teils in Erlenmeyerkolben, die mit einfach durchbohrten 
Gummistopfen verschlossen wurden; durch die Bohrung führte bis 
dicht unter den Stopfen ein zweimal U-förmig gebogenes Rohr, das, 
mit Paraffinöl gefüllt, einen hinlänglichen Schutz gegen Luftzutritt 
gewährte. Es erwies sich im Laufe der Versuche indessen als zweck- 
mäßiger, die Gärung in hohen schmalen Zylindern vorzunehmen, 
die in gleicher Weise oder auch nur mit einem Wattebausch verschlossen 
wurden. Unsere Nährlösung war anfangs die bei Omelianski!) ange- 
gebene von der Zusammensetzung: 


K HPO s % 2 AAA 1,0 g, 
MESO Su wë Sa k ee 0,5 g, 
(NH,),SO, oder (NH; HPO, . . 1,0g?) 
NaCl 2 a a e li Spur, 
GO! Ae 2. a a a A 1000 ccm. 


Später benutzten wir die mineralische Nährflüssigkeit nach 
Neuberg-Arinstein (s. S. 542). Als Impfmaterial diente Schlamm aus 
dem Schilf des Grunewaldsees bei Berlin, der an einer Stelle ausgehoben 
wurde, wo beim Aufrühren des Grundes stärkere Gasblasen entwichen; 
nach seiner Entnahme im Frühjahr 1922 wurde er in langer, schmaler 
Glasflasche lose verkorkt, im Sommer bei Zimmertemperatur, im Winter 
im Brutschrank von 24° unter zeitweiliger Erneuerung des überstehenden 
Wassers und Zugabe von Papier und Watte als Substrat aufbewahrt. 
Er befand sich nach einem Jahre noch in lebhaftester Gärung. 

Die Temperatur für die einzelnen Ansätze war 37°. Als Boden- 
körper enthielten alle Gefäße Calciumcarbonat, und zwar gefälltes, 
um auftretende Fettsäuren, welche die Gärung zum Stillstand bringen, 
schnell zu binden. Zur Einleitung derselben wurden mittels eines 
Glasstabes einige feste Partikel aus dem gärenden Schlamm in den zu 
impfenden Kolben eingebracht; bei Übertragung einer Kultur in einen 
neuen Ansatz wurde in gleicher Weise ein Stückchen angegilbtes und 
angefasertes Papier entnommen. 

Erste Reihe. Acht Kolben von 100 ccm bis 1 Liter Inhalt wurden mit 
2 bis 10 g Papier und ebensoviel Kreide beschickt, bis an den Stopfen mit 


der mineralischen Nährlösung gefüllt und mit einer geringen Menge Schlamm 
beimpft. Nach wenigen Tagen begann eine sich allmählich verstärkende 


1) W. Omelianski, Zentralbl. f. Bakt. u. Parasitenk., Abt. II, 8, 236, 
1902. 


2) Es wurde hier nur Ammoniumsulfat verwendet. 
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Entwicklung von Schwefelwasserstoff, dann traten die typischen ersten 
Zersetzungsmerkmale des Zellstoffes auf, aufgelockerter Rand und gelbe, 


unscharf verlaufende Flecken auf dem Papier sowie Trübung des ganzen 
Kolbens, und schließlich fing nach einer Inkubationszeit, die zwischen einer 


und 4 Wochen schwankte, die Entwicklung von Gas an, die etwa 8 Wochen 
hindurch recht lebhaft blieb. Dann klang sie ab, um zumeist nach 3 Monaten 
ganz aufzuhóren. Das Papier war dann fast völlig verbraucht und hinter- 
ließ nur einzelne Fasern. 


Einleitung der Methangárung!). 


Zweite Reihe. Zwei Kolben von 200 ccm Inhalt wurden mit je 3: 
Papier und Kreide unter Zusatz von etwas Pepton beschickt und mit einen 
Stückchen Papier aus einem der in voller Gärung befindlichen Kolben der 
ersten Reihe beimpft. Anfang der Gärung nach 3 Wochen. (Über das ferner 
Schicksal dieser Ansätze gibt nachfolgende Tabelle I Auskunft.) 

Weitere Abimpfungen verhielten sich entsprechend. 


Einleitung der Wasserstoffgárung?). 

Dritte Reihe. Zwei Kolben der Reihe 1 wurden im Wasserbad 10Mínutez 
lang auf 80° erhitzt, um die ausgekeimten Sporen der Methangárung 
erreger abzutöten. Danach wurden hieraus zwei frische Kolben besät. 
Angärung des einen nach einer, des anderen nach 2 Wochen (über letzteren 
siehe auch weiter unten). 

Vierte Reihe. Drei Kolben wurden von Reihe 3 nach Erhitzung auí 
80° abgeimpft. Angärung nach einer bis 1%, Wochen; die Gemische waren 
nach 3 Monaten ausgegoren. 

Weitere Übertragungen verhielten sich ebenso. 


Nachweis von Acetaldehyd bei der Cellulosegärung. 
Um festzustellen, ob bei der Gärung der Cellulose zwischendurch 
Acetaldehyd auftritt, wurden Kolben, die sich seit längerer Zeit in 


kräftiger Gärung befanden, mit verschiedenen Mengen Calcium- oder 


Natriumsulfit versetzt. Es seien hier einige dieser Ansätze heraus- 
gegriffen (vgl. Tabelle I). 





Tabelle I. 
Deutliche 
Nr. Papier Flüssigkeit Gärung igy Eo u Verhalten Acetaldehyd 
g com a A Ak MT s. 4 
20 3 200 8 Wochen CaSO, fast sofortiges negativ 
1,5 g Aufhóren der 
Gárun 
21 3 200 E e Na, S O, dasselbe zweifelhaft 
15g 
23 4 250 |8l, _ CaSO, fast ungestörte| mehrmals 
2.0 g Fortsetzung d. | deutlich 
| Gärung noch positiv 


|4 Wochen lang 


1) W. Omelianski in Lafars Handb., Le, $. 257. 
2) Derselbe, Le, S. 252. 
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Die Ansätze Nr. 20 und 21 waren die oben erwähnten der Reihe 2 der 
Methangärung, Nr. 23 aus der Reihe 3 der Wasserstoffgärung. Der Zusatz 
von Natriumsulfit erwies sich im allgemeinen von viel stärkerer Giftigkeit 
für die Bakterien als Zugabe von Calciumsulfit; Na,SO, wäre, wenn über- 
haupt, nur in einer minimalen Konzentration anwendbar, die wegen der 
Dissoziation des Aldehyd-Sulfit-Komplexes zum Abfangen nicht mehr 
geeignet wäre. Der Nachweis des Aldehydes erfolgte mittels Nitroprussid- 
natrium und Piperidin; wegen Anwesenheit von Schwefelwasserstoff, der 
die Reaktion stört, wurde die Probe über Bleicarbonat bzw. Bleiacetat und 
Calciumcarbonat aus einem kleinen Fraktionierkolben mit einem über das 
Ansatzrohr gezogenen Kühlmantel destilliert und das Übergehende in 1 ccm 
verdünntem reinem Alkohol im eisgekühlten Reagenzglase aufgefangen. 


Quantitative Bestimmung des Acetaldehyds. 


Nachdem das Vorhandensein von Acetaldehyd festgestellt war, 
wurden Ansätze für die quantitative Ermittelung vorgenommen. 


Vier 2-Literflaschen wurden mit verschiedenen Mengen Papier be- 
schickt und beimpft; nach deutlicher Angärung wurde zu drei von ihnen 
Calciumsulfit gegeben, während die vierte als Kontrollversuch ohne Sulfit 
blieb. Die Gärung verlief in keinem der Ansätze ununterbrochen und gleich- 
mäßig, sondern klang plötzlich ab und erforderte dann Nachimpfung, die 
schließlich häufiger nötig wurde. Es gelang bei allen Proben nur, einen 
kleinen Teil des Papiers zu vergären. Hieran trug vielleicht die starke 


Entwicklung von H,S mit schuld, die auch in dem nicht mit Sulfit versetzten 
Kolben wahrnehmbar war. 


Ansatz 51. Eine Flasche von 2 Liter Inhalt mit 29,6 g Papier, 50 g 
CaCO,, 2000 ccm mineralischer Nährlösung. Nach 8 Tagen Beginn der 
Gárung, die in der zweiten Woche lebhaft wurde, nach 3 Wochen plötzlich 
aufhörte; hierauf Nachimpfung, Wiedereinsetzen der Gärung, die dann 
noch 6 Wochen im Gang blieb, wobei keineswegs alles Papier verschwand. 


Ansatz 52 bis 54 erhielten nach Angärung Sulfit, das in einem Falle 
sofortigen, im zweiten allmählichen, im dritten gar keinen Stillstand der 
Gärung bewirkte. In den beiden ersten Fällen kam die Gärung durch 
Nachimpfung, die überall öfters vorgenommen wurde, wieder in Gang. 


Qualitative Aldehydproben wurden zu Zeiten starker Gärung mit je 
10 ccm Gärflüssigkeit angestellt, die quantitative Bestimmung erfolgte 
nach völligem Aufhören der Gasentwickelung durch Destillation über 
CaCO, im Wasserdampfstrom nach Neuberg-Reinfurth!); hierzu wurde 
das gesamte Gärgut in einen Meßzylinder filtriert. Dann wurde ein ge- 
messener Anteil des Filtrates bis zum völligen Verschwinden des 
Schwefelwasserstoffs mit fein gepulvertem Bleiacetat versetzt; man kann 
nunmehr wieder filtrieren, am bequemsten aber direkt mit dem Blei- 


sulfidniederschlag destillieren. In Tabelle II ist das Ergebnis dieser 
Ansätze verzeichnet. 


1) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365, 1918. 
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Tabelle 11. 
SE uer der ` Acetaldebyd "U 
Nr. ` Papier Ä Sulfit | erg ee = Ed i E 
2 in Wochen : qualitativ ' quantitativ e 
52 341 85 | 12  ¡mehrmals zum; unmebbar CH 
| I Teil stark |i 
| ¡ nachgewiesen 
63 25,6 17 15 me ls | 0,13g 20 
¡ i deutlich ` 
54 34,1 17 | 11 | dasselbe bei der Auf- 18 
| ı arbeitung 
| , nicht mehr ` 
| | bestimmbar | 


Im Destillat, das nötigenfalls durch nochmalige Destillation konzen. 
triert wurde, erfolgte die Ermittelung des Aldehyds durch Titration nach 
Ripper-Fürth. 

Die im Gärrückstande verbliebene unvergorene Cellulose wurde zur 
Entfernung von Kreide und Calciumsulfit mehrmals mit verdünnter Sak- 
säure digeriert, gut gewaschen, auf einer engporigen Nutsche ohne Filter 
abgesaugt und getrocknet. 

Die Aldehydtitration eines völlig durchführbaren Versuches ergab 
0,1045 g Acetaldehyd im Gesamtdestillat oder, auf den ganzen Ansatz 
berechnet, 0,130 g. Vergoren waren 5,6 g Cellulose, von der also 2,3 °, al: 
Aldehyd wiedergefunden wurden. 

Zur Kontrolle wurde ein Teil des Destillats nochmals angereichert, 
dann mit einer Lösung von Dimedon versetzt und 3 Tage bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Es kristallisierte typisches Acetaldomedon 
aus, doch blieb die Aldehydzahl etwas hinter dem titrimetrisch ermittelten 
Werte zurück. 

Gasmessung. Bei einem der quantitativen Ansätze zur Cellulosever- 
gärung wurde das entweichende Gas der Einfachheit wegen über Wasser 
aufgefangen. Es wurden im Laufe von 8 Wochen 4300 ccm Gas entwickelt. 
Dies war beim Versuch 52 der Tabelle II, dessen Aldehydausbeute zur 
Bestimmung nicht zureichte und bei dem 7,1 g Papier umgesetzt waren. 


Aldehydabfangung mittels Dimedon. 


Ein weiterer Versuch zur quantitativen Bestimmung des Aldehrds 
wurde mit einem anderen Abfangmittel angesetzt, das wegen seiner im 
vorliegenden Falle geringeren Schädlichkeit besser geeignet zu sein scheint. 
dem Dimethvlevclohexandion [Dimedon!)]. 

10 g Cellulose in 1000 cem mineralischer Nährlösung in der üblichen 
Weise beimpft. Gärungsbeginn nach 5 Tagen. Am sechsten Zusatz von 
0,5 g Dimedon; nach und nach ferner 1 g Dimedon. Die Gärung war nach 
10 Wochen beendet und das Papier weitgehend zerfasert. Die Destillation 
wurde über Bleiessig und Kreide vorgenommen und das Destillat mit 
einer Lösung von 2,0g Dimedon in sehr wenig Alkohol versetzt. Nach 
einiger Zeit begann das Anhydro-acetaldehyd-dimethyl-cyclohexandion 
(Acetaldomedon) in kristallinischen weißen Flocken auszufallen. Nach 
Stehen bei Zimmertemperatur wurde noch 6 Stunden im Brutschrank 


1) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 106, 281, 1920. 
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el 50° aufbewahrt, dann abgesaugt, mit etwas eiskaltem Wasser gewaschen 
nd der Niederschlag im Vakuumexsikkator getrocknet. Aus der Mutter- 
»u ge schieden sich nach längerem Verweilen bei 50° noch geringe Mengen aus. 

Gewogen 0,7012 g vom Schmelzpunkt 138 bis 139%. In 650 ccm Mutter- 
vuge bleiben gelöst 0,0514 g; folglich betrug die Gesamtaldomedon-ausbeute 
‚7526 g, entsprechend 0,108 g Acetaldehyd. 

Das Acetaldomedon wurde identifiziert durch Überführung in sein 
InAydrid. 0,6 g der Substanz wurden mit 1,8ccm Eisessig am Steigrohr 
' Stunden im Wasserbade gekocht, danach wurde mit 25 ccm Wasser 
'‚erdünnt, worauf das in weißen Flocken ausgefallene Anhydrid über Nacht 
mn Eisschrank belassen, dann abfiltriert und auf dem Filter mit 10 proz. 
Sodalósung digeriert wurde, um unverándertes Acetaldomedon zu ent- 
ernen; schließlich wurde mit Eiswasser gewaschen. Der Schmelzpunkt 
ler so gewonnenen Substanz lag bei 173 bis 1740, 

Zur völlig sicheren Identifizierung wurde dann noch eine Analyse des 
Acetaldomedons ausgeführt. 0,1532 g Substanz: 0,3947 g CO, und 0,1179 g 
H,O. 

Ce Haal, Berechnet C = 70,55%, H = 8,56 %; 

gefunden C = 70,29%, H = 8,61%. 
Es ist also die Bildung von Acetaldehyd als festgestellt anzusehen. 


B. Die thermophile Gärung der Cellulose. 


Die von Pringsheim!) angegebene Methode der Vergärung der 
Cellulose mit thermophilen Bakterien schließt sich an die von Omeliansks 
an. Auch hier erwiesen sich hohe, schmale Zylindergefäße als am 
geeignetsten. Die Temperatur des Brutschrankes schwankte zwischen 
53 und 55% Als Impfmaterial diente teils der Schlamm vom 
Grunewaldsee, der eine Inkubationszeit bis zu 8 Tagen beanspruchte, 
meist aber Pferdemist, mit dem die Gärung bereits nach 24 bis 
48 Stunden anfing. 


Erste Reihe. Zwei Kolben von je 150 ccm Inhalt mit Papier und 
Nährlösung, der eine mit Schlamm, der andere mit Pferdemist beimpft, 
Gesamtgärdauer 14 Tage. 


Zweite Reihe. Vier Kolben, Abimpfungen von Reihe 1, gleiches Ver- 
halten. 


Festlegung des Aldehyds. 


Calciumsulfit erwies sich hier als durchaus ungeeignet zum Abfangen 
des Acetaldehyds, da einerseits bei 55° die Dissoziation des Aldehydsulfit- 
komplexes über Kreide schon sehr groß ist, andererseits die Giftigkeit 
des schwefligsauren Salzes mit der Temperatur anscheinend steigt. In den 
meisten Ansätzen bewirkte die Sulfitzugabe sofortigen Stillstand der Gärung; 
in den wenigen Fällen, wo dieser nicht eintrat, war dennoch Aldehyd nicht 
nachzuweisen. (Über eine Ausnahme s. unten S. 541.) So wurde auch hier 
zum Dimedon gegriffen, das sich als anwendbar erwies (vgl. Tabelle III). 


1) H. Pringsheim, Zentralbl. f. Bakt. u. Parasitenk. Abt. II, 88, 
513, 1913. 





pu 
Da 





540 C. Neuberg u. R. Cohn: 


























Tabelle III. 
Nr. o Abfangmittel | Verhalten Acztaldehri 
RE mu e EE f 
28 Ca SO, bei Impfung | gärt nioht an EN negativ 
29 Na, SO, nach Angárung hórt sofort auf Re 
44 Ca8O, e Y Gärung bleibt minimal >> 
58 Dimedon |» am lebhaft positiv !: 
62 „ i „ $9 „ WW 


Quantitative Bestimmung des Aldehyds. 

Die zahlenmäßige Festlegung des Aldehyds geschah mit Dimedon e 
genau der gleichen Weise wie bei der Cellulosevergärung bei 28. 

25 g Papier wurden in 1500 ccm der mineralischen Nährlösung ne 
Neuberg und Arinstein mit Pferdemist beimpft; nach 24 Stunden schwa 
Gárung, die nach 2 Tagen lebhaft wurde. Nach 3 Tagen erfolgte Zus 
von l g Dimedon, ohne daß die Gärung aufhórte. Nach 4 Wochen wuria 
im Laufe von 5 Tagen noch dreimal je 0,1 g Dimedon nachgegeben, word 
die Gärung schwächer wurde und nach zwei weiteren Monaten erke 

Nach Behandlung in der zuvor beschriebenen Weise wurden 0,316; 
Aldomedon (einberechnet die in den Mutterlaugen verbliebenen 0,0511; 
erhalten, entsprechend 0,0455 g Acetaldehyd; Menge des vergorenen f+ 
piers 5,5g; an Aldehyd gefunden also 0,83%. 

Das Aldomedon besaß den Schmelzpunkt 138 bis 139°; seine unzweié 
hafte Identifizierung erfolgte durch Überführung in das Anhydrid va 
Schmelzpunkt 173 bis 174°. 


C. Vergärung von Celluloseabbauprodukten dureh Cellulose spake 
Bakterien. 
Die Anhydrobiose von Hess. 

Als kompliziertester Körper aus der Reihe der chemischen Aa. 
produkte der Cellulose stand uns das von «Hess aufgefundene Bie 
anhydrid zur Verfügung. Für alle Versuche mit dieser Verbindt 
(vgl. unten S. 547) wurde eine abgewogene Menge der Substanz £ 
verdünnter Natronlauge gelöst, durch Glaswolle filtriert und mit Sar 
säure genau neutralisiert. Dabei fällt das Anhydrid in weißen Flöckek: 
von äußerst feiner Verteilung aus. Der Niederschlag wurde nach d 
mählichem Absitzen mehrmals durch Dekantieren gewaschen und sch 
lich im Dialysator unter häufigem Wechsel des Wassers mehrere Tar 
belassen, bis eine Probe der Flüssigkeit mit Silbernitrat nur noch er 
ganz geringe Opaleszenz gab. Durch Messen in geeichten Gefiba 
war der Prozentgehalt der Aufschwemmung bekannt, von der ap 
Gebrauch aliquote Teile abpipettiert wurden. 


1) Nachweis durch Destillation über CaCO, + Bleisubacetat, wodurd 
Dissoziation erfolgt und bei Anwesenheit von Aldehyd eine diesen gi 
haltende Flüssigkeit übergeht. (Neuberg und Reinfurth, diese Zeitschr 
106, 289, 1920.) 


Zwischenprodukte des bakteriellen Abbaues von Cellulose. 541 


Um die Flüssigkeitsmengen nicht zu groß zu machen, wurde eine 
20fach konzentrierte mineralische Nährlösung hergestellt, von der eine 
entsprechende Anzahl Kubikzentimeter zugegeben wurden. 

Es wurden mehrere Reihen bei 37° und 55° mit Schlamm sowie 
Pferdemist beimpft und teils mit Sulfit, teils mit Dimedon, teils ganz 
ohne Abfangmittel digeriert. Durchweg zeigte sich eine sehr schwache 
Angärung, verbunden mit deutlicher Entwicklung von H,S, die nach 
2 Tagen wieder aufhórte. Auch Nachimpfungen bewirkten keine 
anhaltende Gärung. Aldehyd nachzuweisen ist bisher nicht gelungen. 


Die Cellobiose. 
Cellobiose wurde in größerer Menge dargestellt nach den vor- 
trefflichen Anleitungen von Freudenberg!) und Zemplén?). 


Zur Prüfung der Frage, ob auch dieses Abbauprodukt des Zellstoffes 
von Cellulosebakterien vergoren werde, wurde je eine Reihe bei 37° und 
bei 56° angesetzt. Die Versuche ergaben völlige Vergärbarkeit. Acetaldehyd 
konnte nach Zugabe von Dimedon nachgewiesen werden. Disaccharid- 
lösungen, die ohne Abfangmittel bei 37° gegoren hatten, ließen nach 
Ansäuern mit Schwefelsäure deutlich Buttersäure erkennen. 


Die Glucose. 


1. 10g Traubenzucker in 500 ccm mineralischer Nährlösung wurden 
mit Schlamm beimpft und nach Angärung bei 37° am zweiten, dritten und 
vierten Tage mit je 0,5 g Dimedon versetzt. Das Destillat zeigte bei der 
Aufarbeitung deutliche Anwesenheit von Aldehyd, jedoch in Mengen, die 
zur quantitativen Ermittelung nicht ausreichten. 

2. 10 g Glucose in 500 ccm Nährlösung bei 37° mit Schlamm beimpft, 
am dritten Tag Zugabe von 3g feuchtem, neutralem schwefligsaurem 
Calcium (entsprechend 1,9 g im Vakuumexsikkator über Ca Cl, getrocknetem 
CaSO, + 2H,O). Aldehyd ließ sich nachweisen, aber nicht quantitativ 
bestimmen. 

3. 10g Glucose in 500 ccm mineralischer Nährlösung wurden mit 
Pferdemist infiziert und bei 55° belassen. Am zweiten und dritten Tage 
wurde je 3 g feuchtes (= 1,9 g trockenes) CaSO, zugefügt. Die Gärung 
verlief unter H,S-Entwicklung bemerkenswert langsam, hörte nach einer 
Woche auf, kam von selbst wieder auf und blieb bis zum 16. Tage im Gange. 
In einer Probe war nach 4 Tagen noch kein Aldehyd nachweisbar; nach 
14 Tagen wurden 250 ccm in gewohnter Weise destilliert; es war Aldehyd 
vorhanden, jedoch war die Farbe der Nitroprussidreaktion eher grünlich als 
blau. Nach weiteren 4 Tagen Aufarbeitung des Restes; das Destillat ent- 
hielt Spuren von Aldehyd. (Über das Verhalten des Rückstandes wird 
weiter unten berichtet werden.) 

4. 10 g Glucose in 500 cem mineralischer Nährlösung mit Pferdemist 
beimpft, 55°. Nach 36 Stunden und an den drei folgenden Tagen wurden 
je 0,5 g Dimedon hinzugefügt. Die Gärung war nach einer Woche beendet, 


1) K. Freudenberg, Ber. 54, 771, 1921. 
2) G. Zemplin, „„Kohlenhydrate‘‘ im ,,Handb. d. biol. Arbeitsmethoden“, 
Berlin-Wien 1922, Abt. I, Teil 5, S. 316. 
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Zucker noch vorhanden. Bei der Aufarbeitung zeigten sich Spuren vez 
Aldehyd. 

An den hier nicht näher beschriebenen Gäransätzen mit Gluco= 
ohne Abfangmittel wurden ebenfalls Buttersäureproben angestell:. 
die in einem Fall so bemerkenswert stark ausfielen, daß wir uns ver- 
anlaßt gesehen haben, aus dem Gärgut Sporen zu entnehmen und Ver- 
suche zu ihrer artmäßigen Isolierung zu machen. Diese Experiment- 
sind bislang nicht abgeschlossen; doch ließ sich ein Aceton bildender 
Mikroorganismus nachweisen. Es läßt sich jedenfalls sagen, daš 
außer den von Omelianski beschriebenen Bakterien noch ander 
Sporenbildner vorhanden waren, deren Klassifizierung erst auf Grunc 
ihrer chemischen Leistungen möglich sein wird. 

















Tabelle IV. 
` Aldehyd bei 3® “© Aldehyd bei 55% 
Substrat Bei 370 Bei 59  -- 3 





` 


| 
| | Sulit | Dimedon | Sulit | Dimedos 
| 


| | 
Anhydro- |gärt kaum gärt kaum negativ | negativ | negativ | negativ 


biose | 
Cellobiose | gärt leb- | gärt leb- | positiv | positiv | positiv | positiv 
haft >: haft | 
Glucose ,, | sn ,, ap | 29 IT 


D. Die typische Buttersäuregärung. 


Als ein Erreger der typischen Buttersäuregärung diente der Bacillus 
butylicus; den für diesen Erreger geltenden Chemismus haben Neuber; 
und Arinstein!) ausführlich beschrieben. Der Mikroorganismus stamın:e 
in ununterbrochener Abimpfung auf Schrägagar aus dem gleichen, bei 
der erwähnten Untersuchung verwendeten Stamm. Vor der Benutzung 
wurde der Bazillus in 2 proz. Glucoselösung kultiviert. 

Als Nährlösung diente hier die von Neuberg und Arinstein angegebene 
von der Zusammensetzung: 


R,HrO, 2 » 3 4% 2.0 2 50 1,00 g 
MgSO, krist. . . . 2.2.2.0. 0,30 g 
dh Aë 3 ën 1 2 Aë eer % 0,02 g 
FeSO, krist. . . . ..... 0,01 g 
MnS0, ,„ a a y A 0,01 g 
(NH SO a a o y ie 8 0,50 g 
Wasser. . . . . . . 1000 ccm. 


Allen Ansätzen wurde Kreide, die im Sterilisator bei 170% keimfrei 
gemacht worden war, in etwa der gleichen Menge wie das Substrat zugefürt. 


Prüfung des Erregers. 
Zur Orientierung über die Gärtüchtigkeit des Bazillus wurden 
mehrere Vorversuche angestellt. 


1) C. Neuberg und B. Arinstein, Le 
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Drei mittels Wattebausch verschlossene Reagenzgláser mit je 0,4 g 
Glucose in 20 ccm mineralischer Nährlösung wurden 3 Tage hintereinander 
je eine halbe Stunde im Dampftopf sterilisiert, dann eines mittels einer 
Platinöse von einer Schrägagarkultur, eines mit einer flüssigen Glucose- 
kultur von Butylicus-Fitz, das dritte gar nicht beimpft. 

Die Gärung in Nr. l war deutlich, aber sehr schwach, in Nr. 2 etwas 
besser, hinterließ aber viel unangegriffenes Kohlenhydrat; der dritte Ansatz 
blieb unverändert. 


Untersuchung der Cellobiose auf ihre Vergärbarkeit. 


Eine weitere Reihe von Experimenten diente der Prüfung der 
Cellobiose auf ihre Vergärbarkeit durch den Bacillus butylicus. 


1. Reagenzglas mit 0,2 g Cellobiose in 10 ccm Nährlösung, nach Sterili- 
sierung mit der Agarkultur des Bac. butylicus beimpft. Schwache Gärung 
vom dritten Tage an; unverbrauchter Zucker vorhanden. 

2. Reagenzglas mit gleichem Inhalt, mit der Glucosekultur beimpft; 
etwas bessere, ebenfalls unvollständige Gärung. 

3. Kontrolle, 10 ccm mineralische Nährlösung ohne Zucker, mit der 
Zuckerkultur beimpft. Es fand keinerlei Gärung statt. 

4. Reagenzglas mit 0,2g Cellobiose in 10 ccm Nährlösung, Zusatz 
von einer Spur Pepton, Agarkultur. Gor nach 6 Tagen an, die Gärung war 
etwas besser als bei Nr. 1. 

5. Reagenzglas mit gleichem Inhalt, beimpft mit der Glucosekultur. 
Gor nach 5 Tagen an, die Gärung wurde nach weiteren 6 Tagen für eine 
Woche lang recht lebhaft und nahm dann wieder ab. Auch hier hinter- 
blieb unverbrauchtes Kohlenhydrat. 

6. Kontrolle: Reagenzglas mit 10 cem mineralischer Nährlösung mit 
einer Spur Pepton, beimpft mit der Glucosekultur; es kam keine Gärung auf. 


Prüfung auf Buttersäure. 


Nachdem die wenn auch geringe Leistungsfähigkeit der Bakterienstämme 
sowie ihr Gärungsvermögen gegenüber der Cellobiose festgestellt worden 
war und weil an ihrer Identität in morphologischer Hinsicht nicht gezweifelt 
werden konnte, wurde zur Kennzeichnung ihres Haupterzeugnisses ge- 
schritten. Diesem Zwecke diente eine Anzahl Ansätze mit Cellobiose von 
derselben Art wie Nr. 5, zu denen nach beendeter Gärung vorsichtig ver- 
dünnte Schwefelsäure gefügt wurde. Da der hierbei auftretende starke 
Geruch eindeutig als der nach Buttersäure angesprochen werden konnte, 
wurde auf die weitere Charakterisierung verzichtet. 


Auffrischung der Butylicuskultur. 


Wegen des geringen Gärungsvermögens ergab sich die Notwendigkeit 
zu einer Auffrischung des Erregers, die in der von Neuberg und 
Arinstein beschriebenen Weise (l. c.) nach Bredemann in steriler Erde 
vorgenommen wurde. Da die Vorversuche lehrten, daß die in 2proz. 
Glucoselösung gezogenen Stämme gärkräftiger waren als die auf 
Glucose - Schrágagar gewachsenen, wurde nach der Aufzüchtung nur 
noch in Glucoselösung weiter kultiviert. Die bei der Impfung mittels 
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Platinöse in das Substrat hineingelangenden Spuren von Glucose können 
gegenüber den angewandten Mengen Cellobiose völlig vernachlässigt 
werden. Der so gewonnene gekräftigte Erreger zeigte in der Tat ein 
wesentlich stärkeres Gärvermögen ; besonders auf Traubenzucker wirkt: 
er fast so stark wie Hefe in bezug auf Intensität der Gasentwickelunz. 


Nachweis von Aldehyd. 


Es war nun die Frage zu entscheiden, ob sich, wie bei der Butter- 
säuregärung der Glucose. auch bei der von Cellobiose Acetaldehyi 
abfangen ließ. 


E Zu diesem Behufe wurden mehrere Reihen von Ansätzen mit CaSoO, 
und Na,SO, als Abfangmittel hergerichtet. Das Calciumsulfit wurde mr 
der Substratnährlösung sterilisiert, während das Natriumsulfit durch Auf. 
kochen für sich entkeimt und nach dem Angären zugefügt wurde. Ohr 
jede Beeinträchtigung der Gärung vertrugen die Ansätze die Zugabe de 
Sulfite in denselben Mengen, wie Substrat vorhanden war. Wenn Get: 
dieser Quantitäten die Ausbeuten an Aldehyd nur Bruchteile vom Gewicht 
des angewendeten Zuckers ausmachten, so mußte das andere Gründ: 
haben, auf "die noch hinzuweisen sein wird. Die qualitativen Proben wurdst 
in Reagenzglásern mit je 0,6g Cellobiose in 30 ccm Nährlösung mr ` 
wechselnden Mengen Sulfit vorgenommen und zeigten bald nach der An. 
gärung bis zum Schluß in steril entnommenen Anteilen eine deutlich: 
Aldehydreaktion bei der Nitroprussidprobe, so daß das Vorhandense:n 
von Aldehyd als festgestellt angesehen werden kann. 


Quantitative Festlegung. 


Die quantitative Bestimmung des.Aldehyds erfolgte auch hier 
nach der von Neuberg und Reinfurth angegebenen Methode durch 
Uberspúlen des Gärgutes in einen Claisenkolben, Zusatz von CaCÜ, 
Destillation erst über freier Flamme, dann im Wasserdampfstron. 
und Auffangen des Destillates in reinem Alkohol in zwei Vorlagen unter 
Eiskühlung. Die Destillation ist als beendet anzusehen, wenn drei bi: 
vier übergehende Tropfen keine Nitroprussidreaktion mehr geben. Dir 
Ausbeuten an Aldehyd waren niedrig; bemerkenswert war die Fest- 
stellung, daß sich im ersten Stadium der Gärung am meisten Aldehyi 
vorfand, während er noch auf dem Höhepunkt der Gasentwickelunr 
stark abnahm, um gegen Ende fast völlig zu verschwinden. 

1. 2g Cellobiose in 100 ccm mineralischer Nährlösung mit 2 g Ca SO.. 
Die Gärung blieb schwach, nach 31% Wochen ging sie zu Ende. Der Zucker 
war völlig umgesetzt. 5 cem des Gärgutes reduzieren Ostsche Lösung nicht. 
Der Nachweis von Aldehyd, der zwischendurch vorhanden war, gelang 
zum Schluß nicht mehr. 

2. 2g Cellobiose in 100 ccm Nährlösung, dazu nach Angärung 2e£ 
Na,SO,. Das Gemisch wurde infolge Bildung von Schwefelwasserstoff bzw. 


Eisensulfid etwas grau. Nach Aufhóren der Gärung innerhalb 3 Wochen 
enthielt der Ansatz keinen Aldehyd. 
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3. 2 g Cellobiose in 100 cem Náhrlósung mit 2 g Ca SO,. Nach 18 Tagen 
war die Gárung gering geworden, die Reduktion von Ostscher Lósung noch 
mäßig. In diesem Stadium wurde die Gärung abgebrochen und im Gárgut 
der Aldehyd bestimmt. Gefundener Aldehyd 0,013 g. 

4. 2g Cellobiose in 100 cem Nährlösung, dazu 2 g Na,SO, nach An- 
gärung. Der Ansatz war nach 18 Tagen ausgegoren, Aldehyd ließ sich jetzt 
nicht mehr erkennen. 

5. Nach diesen Versuchen wurde ein Großansatz gemacht, aus dem 

in Intervallen mittels steriler Pipetten kleinere und größere Proben ent- 
nommen wurden, um qualitativ und quantitativ das Vorhandensein von 
Aldehyd zu verfolgen. 

25 g Cellobiose werden in 1250 cem Náhrlósung mit 25 g CaSO,+2H,0 
versetzt und beimpft. Nach 1% Tagen gor der Ansatz an, die Gärung 
wurde nach 3 Tagen lebhaft, nach 5 Tagen sehr kräftig und klang ganz 
allmählich, etwa vom 18. Tage an, wieder ab. Der Versuch wurde nach 
41, Wochen abgebrochen, ohne daß der Zucker verbraucht war. 

Aldehyd wurde qualitativ nachgewiesen nach 4, 6, 11, 13, 15, 16 Tagen. 

Die erste Aldehydanalyse wurde nach einer Woche vorgenommen. 
Entnommen 100 ccm, mit viel Wasserdampf übergetrieben. Das Destillat 
wurde, da es zu stark verdünnt war, durch nochmalige Rektifikation 
angereichert. Die Bestimmung ergab 0,0220 g Acetaldehyd. 

Zweite Ermittelung nach weiteren 4 Tagen in 100 ccm Gärgut. Die 
qualitative. Aldehydprobe des konzentrierten Destillats fiel bereits viel 
schwächer aus als bei der ersten Bestimmung. Die Titration zeigte 
0,0099 g Aldehyd im Gesamtdestillat an, also weniger als die Hälfte vom 
Ergebnis der ersten Bestimmung; hierzu muß bemerkt werden, daß die 
Gärung inzwischen etwas nachgelassen hatte. 

Nachdem die Gärung wieder auf die normale Höhe gekommen war, 
wurden am 15. Tage die dritte und vierte Bestimmung vorgenommen. Das 
Resultat ist beachtenswert. Es destillierten nur minimale Mengen von 
Aldehyd ab, während ein Träger der Nitroprussidprobe im Rückstande 
verblieb. Die Destillation bei der vierten Bestimmung wurde 45 Minuten 
fortgesetzt und insgesamt 1300 cem übergetrieben, ohne daß sich an diesen 
Verhältnissen etwas änderte. Eine quantitative Bestimmung der über- 
gegangenen Spuren von Aldehyd war nicht möglich. 

Nach weiteren 3 Tagen erfolgte die fünfte Bestimmung, die das gleiche 
Ergebnis lieferte. Die ersten Tropfen enthielten etwas Aldehyd, dann 
wurde und blieb die Nitroprussidreaktion negativ. 

Am 33. Tage wurde der Rest von 750 ccm aufgearbeitet, ohne daß er 
ausgegoren hatte. Es zeigten sich auch hier wieder ähnliche Verhältnisse, 
indessen konnte wegen der viel größeren Mengen Gärgut der übergegangene 
Aldehyd analysiert werden. Die Titration ergab für das Gesamtdestillat 

0,0606g. Es zeigte sich also eine stetige Abnahme des Aldehydgehaltes. 


Nachstehende Tabelle enthält die Ergebnisse der quantitativen 
Aldehydermittelungen bei der Cellobiosegärung. 


Prüfung auf Anwesenheit von Glucose in gärenden Cellobioselösungen. 


Um einen Anhaltspunkt für die Frage zu gewinnen, ob bei der 
Buttersäuregärung der Cellobiose durch Hydrolyse gebildeter Trauben- 
zucker nachweisbar ist, wurden folgende Ansätze gemacht. 
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Tabelle V. 
u“ Ansatz 2 
Aldehyd e 
Nr. Zucker gelóst Nach Tagen | in 100 Gë Rückstand 
PR de BE ER A 
1 2 100 | 
2 2 10 | 
3 2 100 
4 2 100 | nicht untersucht 
5 25 1250 | 
| | 








| | gibt Nitroprussid- 
reaktion 





1. 5g Cellobiose in 250 ccm mineralischer Nährlösung wurden ne 
3tágiger Sterilisierung im Dampftopf mit zwei Platinösen Butylicuskutz 
beimpft. Da der Ansatz nicht anging, wurde die Aussaat wiederk:- 
dann erfolgte Angárung nach 6 Tagen. Nachdem die Gasentwickelung 3 
weiteren 4 Tagen sehr lebhaft geworden war, wurden 125 cem abgegosse 
der Rest mit 7 ccm Toluol versetzt, mehrmals energisch geschüttelt, woraí 
keine Gasblasen mehr entwichen, und dann weiter bei 37° belassen. De 
Gärung war danach völlig erloschen. 

Der entnommene Anteil wurde sofort mit einer Lösung von 5g ins} 
bereitetem Phenylhydrazinacetat 2 Stunden im Weasserbade ke 
dann erkalten gelassen. Das ausgefallene Osazon wurde abgessu 
und mit nicht zuviel Wasser erwärmt, wobei es restlos in Lösung gw 
Hierdurch sowie durch seinen Schmelzpunkt von 198% charakterisiert 3 
sich als Cellobiosazon. 

Die eine Woche bei 37° digerierte, mit Toluol versetzte Portion ep 
in gleicher Weise mit 6 g Phenylhydrazin + Essigsäure behandelt. Ach 
zweimaligern Auskochen des Osazonniederschlages mit Wasser blieb an 
unlöslicher Teil zurück, der zweimal aus verdünntem heißem Alkoho! w- 
kristallisiert wurde. Dieses Vorgehen genügte zur völligen Reinigung vet 
nicht, jedoch mußte in Anbetracht der sehr geringen Substanzmenge si 
weitere Manipulationen verzichtet werden. Das Produkt schmolz bei 8 
(Glucosazon F. 205%), sein Mischschmelzpunkt mit reinem Glucosss: 
war 202°. Die Mikroanalyse mit 2,46 mg Substanz ergab 0,316 cem\ 
(11,5% und 720 mm), entsprechend 14,62% N. 

Berechnet für Glucosazon (C,¿H3304N¿): N = 15,65%; 

Ke vn Cellobiosazon (Ca, H3204N4): N = 10,77 %. 

Es kann hiernach angenommen werden, daß es sich um Glucosar< 
handelte, das durch etwas Cellobiosazon verunreinigt war. 

2. 4g Cellobiose in 200 eem Náhrlósung wurden nach dem Hott 
kommen einer kräftigen Gärung mit 10 ccm Toluol behandelt; na 
12tágigem Stehen bei 37% wurde wie oben verarbeitet. Es konnte bë 
nur reines Cellobiosazon vom Schmelzpunkt 198% gefunden werden. 

Demnach ist Glucose bei der Vergärung der Cellobiose wohl jewel 
nur in geringen Mengen zugegen. 


1) In 750 ccm Gárgut. 
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Buttersäuregärung der Anhydrobiose. 


Auch das von Hess aus Cellulose dargestellte Bioseanhydrid 
(vgl. oben S. 533) kann der typischen Buttersäuregärung unterliegen, 
wenn auch wesentlich träger als die eigentlichen Zucker. 


1. 0,2g Substanz in 10ccm mineralischer Nährlösung wurden mit einer 
gut gärenden Kultur des Bac. butylicus beimpft. Nach 5 Tagen erfolgte 
erneute Einsaat, hierauf kam die Gärung in Gang, um nach weiteren 3 Tagen 
wieder aufzuhören. 

2. 0,2g Substanz in 10 ccm Geet mit schwefligsaurem Salz 
wiesen das gleiche Verhalten auf. 

3. 20ccm der Suspension (vgl. zuvor D 540), entsprechend 0,35 g 
Substanz, mit l ccm konzentrierte Nährlösung (s. oben $. 541). Am vierten 
Tag nach der Impfung trat schwache Gärung ein, die sich allmählich etwas 
verstärkte. Mit fortschreitender Vergärung wurde die sedimentierte Sub- 
stanzmenge zwar geringer, jedoch war beim Aufhören der Gasabgabe nach 
9 Wochen noch der größte Teil ungelöst geblieben. Das Gärgut entwickelte 
bei Erwärmen mit verdünnter Schwefelsäure deutlichen Buttersäure- 
geruch. 

4. Ein Ansatz mit den gleichen Mengen, unter Zusatz eines geringen 
Quantums Calciumsulfit, zeigte das gleiche Verhalten; Aldehyd ließ sich 
hier nicht erkennen. 

5. Zum Versuch einer gleichzeitigen qualitativen und quantitativen 
Festlegung von Aldehyd wurden 160 ccm Suspension, entsprechend 2,8 g 
Substanz, mit 8ccm konzentrierter mineralischer Nährlösung sowie 2,5 g 
CaSO, versetzt und dann beimpft. Die lange Zeit hindurch schwache 
Gärung wurde um die Mitte des dritten Monats lebhafter. Nach 111, Wochen 
wies das Gärgut eine starke Nitroprussidreaktion auf. Die am nächsten 
Tage vorgenommene quantitative Bestimmung ergab 0,036 g Aldehyd im 
Gesamtdestillat. In der 12. Woche flaute die Gärung wieder ab; die Auf- 
arbeitung des Restes nach insgesamt 15 Wochen ergab nur quantitativ 
nicht bestimmbare Mengen Aldehyd. 


Es darf somit als bewiesen gelten, daß Stoffe, die als Abkömmlinge 
der Cellulose angesehen werden können und höchstwahrscheinlich 
physiologisch-chemische Beziehungen zu dieser besitzen, der Butter- 
säuregärung unterliegen können. 


Versuche zur Einleitung einer reinen Buttersäuregärung von Cellulose. 
Es wurden Versuche gemacht, auch Cellulose selbst durch den Er- 
reger der typischen Buttersäuregärung aufzulösen. Als Substrat wurde 
Watte verwendet, die durch achtstündige Behandlung mit Äther im Soxhlet- 
schen Extraktionsapparat entfettet worden war. 
1. 5g Watte in 500 ccm Nährlösung, 3 Tage sterilisiert. Trotz mehr- 
maliger Impfung trat keine Gärung ein. 
2. Dasselbe mit Sulfitzusatz. Keine Gárung. 
3. lg Watte in 400 cem Nährlösung, ebenso. 
4. 1g Watte in 500 cem Nährlösung, ebenso. 
Es ist also hier nicht gelungen, mit einer Reinkultur von Bacillus 
butylicus Cellulose zu zersetzen. 
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Anhang. 
Über ein unbekanntes Produkt der Buttersáuregárunz. 


«) Die oben (S. 545) angeführten Beobachtungen, die beim Nach- 
weise von Acetaldehyd als Produkt der Buttersáuregárung von Cellobios 
gemacht wurden, veranlaßten uns zu einer vorläufigen Untersuchung de 
Residuums, in dem nach völligem Übertreiben des Acetaldehyds weiterhin 
ein positiver Ausfall der Reaktion mit Nitroprussidnatrium und Piperidin 
zu erzielen war. 

Der filtrierte Destillationsrückstand von 750 ccm Gärgut wurde im 
Vakuum bei 35 bis 40° zur Trockene eingedampft, mit Wasser aufgenommen 
und wieder zur Trockene gebracht. Nach dieser Behandlung hätte etwa 
vorhandenes Acetoin mindestens teilweise ins Destillat übergehen müssen: 
es fehltg jedoch darin, während die Nitroprussidprobe weiterhin beim 
Rückstande verblieb. Das Vakuumdestillat war ferner optisch inaktiv und 
reduzierte weder Fehlingsche noch Ostsche Mischung. 

Der zur Trockene eingedampfte Destillationsrückstand wurde fünf- bis 
sechsmal teils mit absolutem, teils mit 85 proz. siedenden Alkohol aus- 
gezogen. Die vereinigten Extrakte gaben nur andeutungsweise eine Nitro- 
prussidreaktion, während der Extraktionsrückstand nach wie vor die 
Hauptmenge der gesuchten Substanz enthielt. Auch mit Äther war der 
Körper nicht auszuschútteln. 

Danach wurde der Extraktionsrückstand mit wenig Wasser aufge- 
nommen, worin er leicht löslich war. Die Flüssigkeit gab folgende 
Reaktionen: 

1. Mit Nitroprussidnatrium und Piperidin trat langsam eine sich ali- 
mählich vertiefende blaugrüne Farbe auf, die von derjenigen der Acer- 
aldehydreaktion verschieden war. Bei Zusatz von verdünnter Essigsaur 
erfolgte eine hellviolette Durchgangsfárbung, die sofort wieder verschwand. 
um einer fast wasserhellen Klärung der Flüssigkeit zu weichen. Cellobio= 
für sich allein gibt diese Reaktion nicht. 

2. Über eine Reaktion mit Nitroprussidnatrium und Natronlauge 
wird weiter unten berichtet werden. 

3. Mit dem noch nicht eingedampften Destillationsrückstande, der 
infolge der ersten, den Acetaldehyd fortführenden Wasserdampfdestillativn 
gegenüber dem ursprünglichen Gärgut verdünnt war, wurden Reduktions- 
proben angestellt. 

a) Ostsche Lösung wurde in der Kälte reduziert. 

b) Ferner reduzierten 3 cern der Flüssigkeit 1 cem Fehlingsche Lösung 
in der Kälte nach wenigen Augenblicken, während 3 ccm einer zum Ver- 
gleich hergestellten 2 proz. Cellobioselösung (ursprüngliche Konzentration 
des Gärguts) aus leem Fehlingscher Mischung in der Kälte nur im Verlau! 
vieler Stunden etwas Kupferoxydul abschieden. Auch eine 2 proz. Lösung 
von Traubenzucker, an dessen Vorhandensein im Gärgut nach dem zuvor 
mitgeteilten Befunde ja gedacht werden konnte, zeigte ein Verhalten wie 
Cellobiose, so daß dem unbekannten Körper eine starke Reduktionskraft 
zugesprochen werden muß. 

4. Die Hälfte der Lösung des eingedampften Rückstandes wurde 
unter den verschiedensten Bedingungen mit p-Nitrophenylhydrazin be- 
handelt; wir gelangten jedoch bisher zu keinem identifizierbaren Derivat. 

P) Es bedurfte der Aufklärung, ob es sich bei der Bildung dieses un- 
bekannten Gärproduktes um ein spezifisches Verhalten der Cellobivs® 
handelte, oder ob überhaupt die Gärung, bei der mittels der Abfangmet hode 
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Acetaldehyd zutage gefördert worden war, noch andere Zerfallsprodukte 
liefern kann. Die Tatsache, daß es bisher nur gelungen war, Aldehyd 
in Mengen bis zu 10°, der angewandten Glucose wiederzufinden, legte 
den Gedanken nahe, daß es sich in der Tat so verhalte. Der folgende 
Versuch bestätigte die Vermutung. 

25 g Glucose in 1250 ccm Nährlösung mit 25 g Calciumsulfit wurden 
mit dem Bacillus butylicus beimpft. Die Gärung war nach 4 Tagen bereits 
kräftig, nach 6 Tagen stürmisch, am 16. bis 17. Tage ein wenig ruhiger, blieb 
aber bis in die 5. Woche hinein lebhaft, um dann langsam abzuklingen. 
Bei Abbruch des Versuches nach insgesamt 40 Tagen war die Umsetzung 
noch nicht beendet. Am 16. Tage waren 300 ccm steril entnommen und, 
nach Verbrauch von 8ccm für Vorproben, destilliert. Das Destillat von 
400 ccm wurde nach Ripper titriert; es enthielt 0,071 g Aldehyd. 

Der Destillationsrückstand wurde wie oben im Vakuum eingedampft, 
in Wasser aufgenommen und filtriert; er gab mit Nitroprussidnatrium und 
Piperidin die zuvor beschriebene Reaktion. Es war also an dem Auftreten 
des fraglichen Stoffes bei der Butylgärung von Glucose nicht zu zweifeln. 

Mit Nitroprussidnatrium und Natronlauge fiel bei gleichzeitiger Gelb- 
färbung ein voluminöser Niederschlag aus, der aus Kalksalzen bestand. 
Bei Zugabe von verdünnter Essigsäure erfolgte Lösung und Umschlag 
der Farbe in ein ganz schwaches Hellviolett. Nach wenigen Minuten stellte 
sich eine grüne Schattierung ein, die allmählich in ein bleibendes klares 
Blau von der Tönung einer konzentrierten Kupfersulfatlösung überging 
und vielleicht auf der Bildung von kolloidalem Berlinerblau beruht. 

Nitroprussidnatrium für sich mit NaOH, wie auch Glucose mit Nitro- 
prussidnatrium und Lauge geben ebenfalls Gelbfärbung; auf Zusatz von Essig- 
säure tritt auch eine noch schwächere Violettfärbung auf, die nach wenigen 
Augenblicken verschwindet, worauf die Flüssigkeit fast wasserhell wird. 

Nach insgesamt 40 Tagen wurde der Rest von 950 ccm aufgearbeitet. 
Das Destillat von 430 ccm enthielt 0,3606 g Acetaldehyd. 

Der Destillationsrückstand des restlichen Teiles dieses Ansatzes zeigte 
wiederum das erwähnte Verhalten gegen Nitroprussidnatrium. Da es sich 
hier aber um größere Mengen handelte, fiel die Reaktion stärker und 
dadurch ähnlicher derjenigen des Acetaldehyds aus. Sie trat alsbald 
nach Zusatz von Piperidin ein und ergab eine klare blaue, nicht die 
sonst beobachtete schmutzig blaugrüne Farbe. Nach Zugabe von Essig- 
säure verschwand sie auf einige Zeit gänzlich, dann trat langsam eine hell- 
grüne Tönung auf, die allmählich in Blau überging. Ohne Essigsäurezu- 
fügung blieb die Blaufärbung länger als bei der Acetaldehydreaktion be- 
stehen; dann trübte sich die Flüssigkeit allmählich, wurde schmutzig 
weißgrün, und schließlich sedimentierte ein hell weißgelber Niederschlag. 

y) Es bleibt noch zu erwähnen, daß bei dem weiter oben (vgl. S. 541) 
beschriebenen Ansatz zur Vergärung von Glucose mit den thermophilen 
Bakterien des Pferdemistes bei 55° ebenfalls das fragliche Produkt auf- 
trat und im Destillationsrückstande nachzuweisen war. 


Für die Ausführung der vorliegenden Untersuchungen standen 
Mittel aus dem Hajime Hoshi-Fonds zur Verfügung, die noch vor dem 
Tätigkeitsbeginn des jetzigen ,,Japanausschusses der Notgemeinschaft 
der deutschen Wissenschaft“ uns gewährt worden sind. Dem Stifter 
und den Verwaltern seiner Spende sagen wir aufrichtigsten Dank. 
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